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Chapter!1. Introduction!
1.1. p97!p97)(also)known)as)VCP)(valosin9containing)protein))in)plants)and)mammals,)CDC48)in)yeast,)TER94)in)Drosophila) and) VAT) in) archaebacteria)) is) an) essential) and) highly) abundant) member) of) the) AAA)(ATPase) associated) with) various) cellular) activities)) protein) family.1,2) AAA) proteins) use) the) energy)generated) from)ATP)hydrolysis) to) induce) a) conformational) change) and) exert) a)mechanical) force) on)macromolecular)substrates)to)perform)a)variety)of)functions)in)the)cell.))The)predominant)role)of)p97)is)as)part)of)the)UPS)(ubiquitin9proteasome)system).)This)is)the)process)whereby)proteins)are)ubiquitylated)and)translocated)to)the)proteasome)for)degradation.)This)includes)the) disposal) of) misfolded) or) redundant) proteins) and) the) degradation) of) specific) functional) or)regulatory)proteins)giving)p97)a)central)role)in)a)wide)array)of)cellular)processes.3)To)enable)it)to)perform)this)role,)p97)is)known)to)bind)to)any)of)a)range)of)adaptor)proteins,)which)are)in) turn) able) to) bind) to) specific) substrates.) p97,) with) the) aid) of) its) adaptors,) then) undergoes) ATP)hydrolysis9induced)conformational)change)which)in)turn)exerts)a)force)on)the)substrate)protein.)This)can,)for)example,)result)in)the)unfolding)or)translocation)of)the)substrate)(Figure)1.1).4)The)adaptor)proteins,)to)which)p97)binds,)are)known)to)mediate)the)many)functions)of)p97,)although)how)p97)is)able)to)interact)with)such)a)large)variety)of)adaptor)proteins)as)well)as)its)exact)functions)are)still)under)debate.1,)3)Consequently)this)protein)presents)an)intriguing)challenge)and)has)attracted)a)great)deal)of)attention) in)recent)years)with)genetic)and)biochemical)evidence)starting) to)define) its)diverse)activities)and)classify)the)adaptor)proteins)that)mediate)them.))
)Figure)1.1:)Schematic)of)p97’s)basic)mechanism.)A.)p97)has)the)ability)to)bind)to)any)of)a)range)of)cofactors.)B.)Through)these)cofactors)it)has)the)ability)to)bind)to)a)range)of)substrates.)C.)Once)bound)p97)hydrolyses)ATP)and)uses)the)energy)to)induce)a)conformational)change)in)the)cofactor)which)in)turn)exerts)a)force)on)the)substrate)protein)resulting)in)its)unfolding)or)translocation.)) !
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1.1.1. Structure!of!p97!p97)is)a)550)kDa)homo9hexamer)with)each)monomer)consisting)of)three)domains:)The)AAA)domains,)D1)and)D2)and)the)N9domain.)These)are)connected)by)short) linkers,) termed)the)N9D1)linker)and)the)D19D2)linker.)The)D1)and)D2)domains)sit)as)stacked)rings)and)the)N)domain)is)located)on)the)outside)and)in)the)plane)of)the)D1)ring)(Figure)1.2)5,)6,)7))
 
 Figure)1.2:)Structure)of)p97.)(A))p97)is)a)hexamer)consisting)of)an)N9domain)(blue),)D1)(yellow))and)D2)(red))connected)by)linker)regions)(black).))The)scale)is)marked)by)a)bar)representing)a)length)of)100)amino)acids.)(B))and)(C))Top)and)side)views)of)the)full)p97)hexamer)(grey))with)the)individual)domains)of)one)monomer)highlighted)using)the)previous)colour)scheme.)(D))Close)up)of)a)p97)monomer)highlighted)using)the)previous)colour)scheme.)Crystal)structures)were)acquired)from)the)Protein)Data)Base,)PDB)entry)code)3CF3.)
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1.1.1.1. The!N8domain!The)N9domain,)which)is)outside)and)in)the)plane)of)the)D1)ring,)consists)of)two)distinct)subdomains,)the)NN)and)the)NC.)The)NN)subdomain,)located)at)the)N9terminal)end,)contains)a)double)ψ)barrel)fold.)The)NC) subdomain) contains) a) four9stranded)β9barrel.) Between) these) two)domains,) a) cleft) is) formed)between)which)the)majority)of)adaptor)proteins)are)thought)to)bind.7))
1.1.1.2. The!AAA!domains!(D1!and!D2)!The) AAA) domains) of) p97) are) typical) of) a) standard) AAA) domain) in) that) they) each) consist) of) two)subdomains)arranged)in)a)V)shape.)The)subdomain)towards)the)C9terminus)is)the)smaller)of)the)two)and) consists) of) a) bundle) of) four)α9helices.7) The) subdomain) towards) the)N9terminus) contains) a) five)stranded,)parallel)β9sheet)in)between)two)α9helical)regions,)forming)a)three9layered)αβα)structure.8)Both) D1) and) D2) contain) the) Walker) A) and) Walker) B) motifs) used) for) ATP) binding) and) hydrolysis)respectively.)The)hydrolysis)of)ATP)in)p97)is)thought)to)occur)via)a)conserved)mechanism.)After)ATP)binds)to)the)active)site,)a)glutamate)residue)in)the)Walker)B)motif)activates)a)water)molecule,)making)it)a) better) nucleophile) to) attack) the) γ9phosphate) of) the) ATP)molecule.) The) ATP)molecule) is) therefore)hydrolysed) into) an) ADP) molecule) and) a) phosphate) ion.) The) phosphate) ion) is) then) stabilised) by)coordinating)to)a)magnesium)ion)coordinated)by)the)lysine)and)threonine)residues)in)Walker)A)and)the)aspartate)residue)in)Walker)B.))This)process)leads)to)movement)of)the)N9)and)C9terminal)subdomains)relative) to) each) other) resulting) in) an) exertion) of) mechanical) force.) This) mechanical) force) is) then)directed)by)the)other)domains)in)the)overall)protein.)Towards)the)C9terminal)end)of)the)walker)B)motif)is)the)SRH)(second)region)of)homology).)This)places)p97)into)a)subclass)of)AAA)proteins)known)as)the)AAA+)superfamily.9)The)SRH)contains)two)conserved)arginine)residues)that)insert)into)the)nucleotide)binding)pocket)of)the)adjacent)subunit)in)the)p97)ring.)These) are) called) the) arginine9finger) motifs.) Studies) have) shown) that) they) are) essential) for)hexamerisation)in)D1)as)mutations)to)the)D1)arginine)finger)severely)disrupts)hexamer)formation.10)In)D2) they) have) been) shown) to) play) a) critical) role) in) the) hydrolysis) of) ATP)with)mutation) of) the) two)arginine)residues)almost)entirely)halting)ATPase)activity.10)Between)strands)4)and)5)on)the)C9terminal)subdomain)is)a)sensor91)motif.)This)is)a)set)of)residues)that)protrude)into)the)active)site)and)have)the)ability)to)detect)the)presence)of)γ9phosphate.)This)allows)the)active)site)to)detect) the)difference)between)ATP)and)ADP)and)initiate)a)conformational)change)upon)ATP)hydrolysis)(Figure)1.3).8,)11)It)should)be)noted)that)whilst)D1)can)hydrolyse)ATP,)it)has)a)higher)affinity)for)ADP)so)retains)an)ADP)molecule)in)its)active)site.)It)is)therefore)thought)that)the)majority)of)ATP)hydrolysis)occurs)in)in)D2,)whereas)the)role)of)D1)is)to)maintain)the)stability)of)the)hexamer.)))
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)Figure)1.3:)p97)nucleotide)binding)pocket.)The)active)site)of)the)p97)D2)domain)is)able)to)catalyze)ATP)hydrolysis)using)a)series)of)motifs.)Key)motifs)are)labeled)and)the)ATP)analogue)AMP9PNP)is)shown.)Figure)taken)from)Ewens,)2013.12))
1.1.1.3. C8terminal!tail!A) region) of) approximately) 40) amino) acids) at) the) C) terminus) of) p97) cannot) be) resolved) in) X9ray)crystallography) studies.) Predictions) based) on) the) amino) acid) sequence) of) p97) suggests) that) the)C9terminal)tail)is)disordered.6)) )
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finger in D2 plays a critical role in the hydrolysis of ATP, potentially allowing a concerted 
mechanism for hydrolysis in the AAA rings (Wang et al., 2005). 
In the loop between strands 4 and 5 of the C-terminal subdomain is a sensor-1 motif. These 
residues protrude into the active site to detect the presents or absence of a γ-phosphate, thus 
discriminating between ATP or ADP. This may then initiate the conformational change upon 
ATP  hydrolysis  allowing  cooperativity  between  neighbouring  subunits  (Hattendorf  and 
Lindquist, 2002; Lupas and Martin, 2002). 
23
Figure 1.4: p97 nucleotide binding pocket
The active site of the murine p97 D2 domain has a series of motifs that 
catalyse ATP hydrolysis.  The active site of a single D2 domain and its 
neighbouring  D2  domain  are  coloured  as  in  figure  1.2.  Key  motifs 
involved  in  its  enzymatic  activity  are  labelled,  depicted  as  sticks  and 
coloured  as  in  figure  1.3.  The nucleotide  is  the  non-hydrolyzable  ATP 
analogue  AMP-PNP.  This  diagram was  made  from a  crystal  structure, 
PDB entry code 3CF2.
Sensor-1
Walker B
Walker A
Arginine finger
Nucleotide
D2 domain
Neighbouring
D2 domain
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1.1.2. Ubiquitination!and!the!Ubiquitin!Proteasome!System!Ubiquitination)refers)to)the)post9translational)modification)of)a)protein)by)the)covalent)attachment)of)ubiquitin,) an) 8.5) kDa) highly) conserved) regulatory) protein.) This) occurs) through) C9terminal) lysine)residues)in)a)ubiquitination)motif)of)the)target)protein)via)an)isopeptide)bond.13)Covalent)attachment)of)a)single)ubiquitin)molecule)is)involved)in)certain)regulatory)functions)whereas)modification) with) a) chain) of) ubiquitin) molecules) (poly9Ub)) can) have) numerous) functions.14,) 15)Polyubiquitin)chains)tend)to)be)connected)via)the)carboxyl)terminus)of)one)ubiquitin)to)a)lysine)in)the)next.) The) specific) lysine) to) which) they) bind) and) the) number) ubiquitin) molecules) in) the) chain)determines) their) function.) Chains) of) four) or) more) ubiquitins) linked) by) Lys948) flag) a) protein) for)degradation)via)the)proteasome.16)Ubiquitination)is)performed)in)a)series)of)steps)using)three)enzymes,)E1,)E2)and)E3)(Figure)1.4).17)The)first)step)involves)the)E1)ubiquitin9activating)enzyme)hydrolysing)ATP)and)subsequently)generating)a)high9energy)thioester)linkage)between)its)active)site)and)the)C9terminal)carboxyl)group)on)ubiquitin.)The)activated)ubiquitin)molecule)is)then)transferred)to)the)active)site)of)the)E2)ubiquitin9conjugating)enzyme) via) a) transthiolation) reaction.) In) the) final) step) the) ubiquitin)molecule) is) transferred) to) the)target) protein) using) an) E3) enzyme) that) catalyses) the) formation) of) an) isopeptide) bond) between) the)C9terminal)glycine)of)ubiquitin)and)a)lysine)in)the)target)protein.)There)are)several)hundred)types)of)E3)enzyme,)each)acting)as) the)substrate)recognition)molecule)capable)of)binding) to)both)E2)and) the)substrate.13))
)Figure)1.4:)The)ubiquitination)system.)Ubiquitin)is)a)post)translational)modification)in)which)a)ubiquitin)protein)is)added)the)side)chain)of)a)lysine)residue)in)the)target)protein.)This)involves)a)several)reactions)using)a)series)of)enzymes.)E1,)ubiquitin)activating)enzyme)activates)ubiquitin)by)creating)a)high9energy)thioester)linkage)between)the)C9terminal)carboxyl)group)on)ubiquitin)and)a)cysteine)residue)in)the)active)site)of)the)E1)enzyme.)This)ubiquitin)molecule)is)then)transferred)to)E2,)ubiquitin)conjugating)enzyme.)Finally)E3,)Ubiquitin9protein)ligases,)in)conjunction)with)E2,)transfer)ubiquitin)to)the)substrate.)Adapted)from)Pollard)et)al,)200813))
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A)further)class)of)enzymes,)named)E4)elongation)factors,)are)thought)to)assist)in)poly9ubiquitination.)They) appear) to) share)homology)with) the)E3) enzyme)and) in) some) cases,) activity,) but) in) conjunction)with)E1,)E2)and)E3)enzymes)they)are)able)direct)poly9ubiquitin)formation.14,)15)The) primary) function) of) the) ubiquitin9proteasome) system) is) to) degrade) misfolded,) damaged) or)redundant) proteins.18) A) substrate) to) be) degraded) is) marked) for) proteolysis) by) conjugation) with)polyubiquitin) chains.)p97,)with)other) cofactors,) then)binds) to) the)poly9Ub) chain)on) the)protein.)The)p97/cofactor)complex)is)then)thought)to)use)the)energy)from)ATP)hydrolysis)to)disassemble)protein)complexes.)The)protein) is) then)chaperoned)to)other) intracellular) locations)or)to)the)26S)proteasome)where) the)protein) is)ultimately)degraded)(Figure)1.5)19)Proteins) to)be)degraded)may)be)cytosolic)as)well)as)membrane9bound.)In)a)direct)demonstration)of)this,)a)study)by)Dai)et(al20)used))antibodies)to)block)p97)from)mammalian)cell)extracts.)This)arrested)UPS)mediated)protein)degradation)of)cyclin)E)and)resulted)in)a)build9up)of)polyubiquitinated)proteins.))
 Figure)1.5:)p97)in)the)Ub9Pr)pathway.)p97)is)thought)to)act)as)a)molecular)chaperone)in)the)Ub9Pr)pathway.)In)this)diagram)the)protein)to)be)degraded,)labelled)B,)is)modified)with)a)polyubiquitin)tag)(1).)p97)binds)to)a)cofactor)through)its)N9domain)and)this)complex)subsequently)binds)to)the)poly9Ub)chain)(2))and)disassembles)the)A/B)protein)complex)using)the)energy)from)ATP)hydrolysis)(3).)Protein)B)is)then)escorted)to)the)proteasome)(4))for)final)degradation)(5).)Adapted)from)Wang)et)al,)200421))) )
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1.1.3. Functions!of!p97!p97,) as) part) of) the) Ubiquitin9Proteasome) System,) is) involved) in) a)wide) range) of) cellular) processes.)Whilst) not) all) of) these) processes) have) yet) been) identified,) a) number) have) been) characterised) along)with) the) partner) proteins) that) are) required) for) them) to) take) place.) A) selection) of) these) have) been)discussed)below.)
1.1.3.1. Endoplasmic!Reticulum8Associated!Degradation!(ERAD)!The) folding)of)proteins,) in)many) cases,) is) strictly) controlled)by) chaperone)proteins) in) the)ER.)These)allow)the)recognition)of)misfolded)proteins)resulting)in)their)degradation.)This)is)performed)by)ERAD,)a) specialised) part) of) the) UPS.) In) this) process) the) proteins) are) ubiquitylated,) translocated) into) the)cytoplasm) and) bought) to) the) proteasome) for) degradation.22) It) is) not) entirely) understood) how) the)translocation)occurs)but)it)is)thought)that)the)target)protein)is)pulled)through)a)membrane)channel)by)p97.23) In) order) to) perform) this,) p97) uses) a) heterodimer) known) as) UN) consisting) of) the) adaptor)proteins) Ufd1) (ubiquitin) fusion) degradation) 1)) and) Npl4) (Nuclear) protein) localisation) 4).24) Other)substrate) recruiting) factors) of) p97) include) the) UBX) ) (ubiquitin) regulatory) X)) domain) containing)proteins,)in)particular,)those)also)containing)a)UBA)(ubiquitin)associating))domain,)which)is)known)to)bind) to)ubiquitin.25)These)UBX9UBA)proteins) include)UBXD7) (UBX9domain)protein)7),)UBXD8) (UBX9domain) protein) 8),) SAKS1) (stress9activated) protein) kinase) substrate) 1)) and) FAF1) (FAS9associated)factor)1).)Once) the) target) protein) is) in) the) cytoplasm,) p97) cooperates) with) any) of) a) number) of) substrate)recruiting)factors)to)recognise)and)bind)to)it)and)another)array)of)adaptor)proteins)to)process)it.)These)substrate9processing) factors) include)ubiquitylating)enzymes) such)as)E3,) as)well) as)de9ubiquitylating)enzymes,)such)as)Ataxin93.26,)27,)28)p97)can)also)associate)with)PNGase)(peptide:N9glycanase))to)remove)glycans) from) misfolded) glycoproteins.29) It) has) been) further) speculated) that) p97) has) the) ability) to)partially)unfold)substrates)in)order)to)assist)in)their)degradation)by)the)proteasome30,)31)
1.1.3.2. Cell!Cycle!Control!The)role)of)p97)as)a)molecular)chaperone)in)the)disposal)of)proteins)is)also)known)to)regulate)several)important)processes)within) cells.) For) example) cell) cycle)phase) transitions) are) known) to) rely) on) the)disposal)of)several)inhibitor)and)Cdk)activators)such)as)cyclins.)Loss)of)p97)impairs)the)UPS)mediated)degradation)of)these)regulators)consequently)blocking)phase)transitions.1)This)was)demonstrated)in)a)study)by)Moir)et(al32)where)Yeast)cold9sensitive)cdc48)(p97)analogue)in)yeast))mutant)cells)could)be)halted)in)the)G2/M)phase)if)cultured)at)a)non9permissive)temperature.32)Furthermore)p97)is)found)to)be)over9expressed)in)rapidly)multiplying)cells)including)cancer)cells.))Whilst) there) is) little) systematic) understanding) of) the) precise) steps) regulated) by) this) system,) recent)studies) have) shown) that) p97) interacts)with) a) DNA) unwinding) factor) (DUF)) producing) a) chromatin)structure)favourable)for)DNA)replication.1)
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1.1.3.3. Transcription!Activation!by!p97!In) order) to) control) transcription) activation,) p97) is) involved) in) the) activation) of) nuclear) factor9κB)(NF9κB):)a)dimeric)protein)that)binds)to)specific)DNA)sequences)in)order)to)control)the)transcription)of)DNA) to) mRNA.) This) transcription) factor) is) sequestered) in) the) cytoplasm) by) inhibitor) IkB.) When)stimulated,)the)inhibitory)proteins)are)phosphorylated)and)subsequently)polyubiquitinated.)p97)then)binds)to)the)complex)dissociating)IκB)from)the)NF9κB)complex.)Following)this,)the)NF9κB)dimer)is)able)to) transfer) to) the) nucleus) allowing) it) to) regulate) target) genes) whilst) IkB) is) transferred) to) the) 26S)proteasome)for)degradation.2,)33))A)similar)process) is)also)seen)for)certain)membrane)bound)transcription)factors) including)Mga2)and)Spt23.)These)are)the)yeast)homologues)of)mammalian)NF9κB)responsible)for)controlling)expression)of)genes)associated)with)fatty)acid)metabolism.1)
1.1.3.4. Apoptosis!The) role) of) p97) in) the) process) of) apoptosis) has) been) confirmed) in) a) number) of) studies.) A) study) by)Imamura) et( al34) demonstrated) that) cold) induced) expression) of) p97) in) zebrafish) cells) was) found) to)inhibit) apoptosis.) Furthermore,) it) was) demonstrated) that) a) mutation) to) an) essential) tyrosine)phosphorylation) site)within)p97) site) led) to)decreased) cell) proliferation) and) resulted) in) apoptosis) at)low)temperatures.)Important)regulators)of)apoptosis)are)known)to)be)controlled)by)the)UPS)degradation)pathway.)These)include,) but) are) not) limited) to,) IAPs) (inhibitors) of) apoptosis),) NF9κB) and) IκB) kinase.) Furthermore,)apoptosis) inhibitors) such) as) xIAP) (X9linked) inhibitor) of) apoptosis)) and) cIAP1) (cellular) inhibitor) of)apoptosis)1))are)known)to)catalyse)their)own)ubiquitination)before)degradation.)cIAP1)also)promotes)mono9ubiquitination) of) caspases) 93) and) 97) regulating) their) levels) in) cells.) Indeed,) inhibition) of) the)ubiquitin9proteasome)system)is)found)to)trigger)apoptosis)in)the)majority)of)cell)lines.1,35)
1.1.3.5. Membrane!Fusion!In)eukaryotic)cells)the)process)of)mitosis)requires)organelles)to)be)fragmented)in)order)to)divide)them)between) the) daughter) cells.) Following)mitosis,) organelles) such) as) the) Golgi) apparatus,) endoplasmic)reticulum,)and) the)nucleus)must)undertake)homotypic)membrane) fusion) to)reconstruct) themselves.1)Several)studies)have)identified)p97)as)being)essential)to)this)process)and)it)requires)the)assistance)of)the)co9factors)p47)and)VCIP135)(VCP9p47)complex)interacting)protein,)p135).)For) the) reassembly) of) Golgi) and) ER,) when) two) membranes) are) bought) into) close) apposition,) a)membrane) bound) syntaxin95) (a) soluble) NSF) (N9ethlymaleamide) sensitive) function)) attachment)protein)receptor)or)SNARE))molecule)on)each)membrane)will)interact)to)form)a)complex)that)results)in)membrane)fusion.1)In)order)to)recycle)these)SNARE)complexes)to)be)employed)in)further)membrane)fusion,)p97)binds)to)a)cofactor)known)as)p47)through)which)it)may)bind)to)syntaxin95.)VCIP135)then)
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binds)to)the)p979p479syntaxin)5)complex)and)the)energy)from)p97)catalysed)ATP)hydrolysis)is)used)to)dissociate)the)SNARE)complex.4,)36,)37)p979mediated)membrane)fusion)also)enables)the)formation)of)the)nuclear)envelope)following)mitosis.)During)telophase,)the)final)step)of)cell)division,)a)reticular)membrane)network)is)formed)on)the)surface)of) the) chromatin.)Membrane) vesicles) fuse)with) this) network,) enabling) it) to) expand) after)which) the)envelope) is) closed.)The)p979p47)complex) is)known) to)be) involved) in) the)expansion)of) the)envelope.)Furthermore,)the)p979UN)complex)is)involved)in)final)closing)the)nuclear)envelope.38)
1.1.4. Role!in!Human!Disease!It) is)clear)that)p97)performs)many)vital) functions)within)a)cell)and)is)known)to)be)essential) in)many)eukaryotes,)with) its)deletion) lethal) to)mammals.39) It) is)perhaps)unsurprising,) therefore,) to) learn)that)the)malfunction)of)p97)in(vivo)has)been)linked)with)several)diseases.40)
1.1.4.1. IBMPFD!Inclusion) body) myopathy) associated) with) Paget) disease) of) bone) and) frontotemporal) dementia)(IBMPFD)) is) an) inherited,) progressive) disease) that) results) in) premature) frontotemporal) dementia,)muscle)weakness)and)early)onset)Paget)disease)of)the)bone.)IBMPFD) is) caused) by) a) series) of) mutations) clustered) at) the) contact) sites) between) the) N) and) D1)domains) of) p97,) which) are) important) for) transmitting) the) conformational) changes) from) ATP)hydrolysis)to)the)cofactors)and)substrate)proteins.41)This)results)in)impaired)ERAD)and)the)formation)of) ubiquitin9containing) protein) aggregates) and) vacuoles) in) both) brain) and) muscle) cells.42) It) also)interferes)with)the)natural)cycle)of)bone)destruction)and)re9growth,)controlled)by)NF9kB,)resulting)in)more)rapid)destruction)and)soft)and)porous)regrowth.43)Recent)studies)have)also)suggested)that)p97)is)essential)for)autophagy,)the)catabolic)process)whereby)unnecessary)or)dysfunctional)cellular)components)are)degraded)with)lysosomes.))It)was)demonstrated)that)p97,)along)with)the)adaptors)Shp1)and)p47,)is)involved)in)autophagosome)biogenesis)along)with)a)ubiquitin9like) protein) Atg8.) Depletion) or) expression) of) faulty) p97) resulted) in) the) accumulation) of)immature)autophagosomes,)suggesting)that)p97)is)required)for)the)fusion)process)of)autophagosome)and)lysosome)in)human)cells.44)This)suggests)that)the)system)of)protein)quality)control)and)aggregate)clearance)is)defective)in)IBMPFD.)
1.1.4.2. Neurodegenerative!Disease!In)recent)years,)a)number)of) late9onset,)progressive)neurodegenerative)disorders)are)found)to)result)from)the)expansion)of)unstable)trinucleotide)repeats.)Among)these)include)spinal)and)bulbar)muscular)atrophy,)dentatorubral)pallidoluysian)atrophy,)Huntington’s)disease,)and)a)number)of)spinocerebellar)ataxias.45,46)The)effects)of)such)protein)aggregation)varies)greatly)depending)on)the)particular)protein)aggregate)and)the)context)within)which)it)resides.)When)these)aggregates)expand)to)lengths)of)more)
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than) 36) residues,) however,) they) can) form) inclusions) (expanded) poly9Q)) leading) to) neuronal) cell)death.46,)47))A) number) of) proteins) have) been) identified) as) being) incorporated) in) these) inclusions) including) p97,)ubiquitin)and)ubiquitination)enzymes)such)as)Dorfin,)an)E3)ubiquitin) ligase) (E3))which) is) located) in)ubiquitylated) inclusions) found) in) patients) with) Amyotrophic) lateral) sclerosis) and) Parkinson's)disease.48,47 p97) is) known) to) work) with) E3) and) E4) enzymes) to) help) regulate) ubiquitin) chain) elongation40,) 49)Furthermore,)mutation)of)the)E69AP)ubiquitin)ligase)is)known)to)reduce)nuclear)inclusion)frequency.50)This)suggests)an)important)link)between)these)poly9Q)aggregates)and)p97)function.  This)link)has)been)further)studied)in)a)Drosophila)model)of)human)polyglutamine)(polyQ))disorders.)In)a) study) by)Higashiyama) et(al51,) up9regulation) the) gene) that) codes) for) p97) in)Drosophila,( ter94,)was)seen)prior) to)cell)death.)Furthermore,)Co9expression)of)p97)with)ex9polyQ)resulted) in) increased)eye)degeneration.)Most)importantly,)when)p97)over9expression)was)induced,)acute)eye)degeneration)was)observed.)As)a)result)this)study)also)concluded)that)p97)is)an)effector)of)cell)death)in)ex9polyQ9induced)neurodegeneration)in)which)the)amount)of)p97)is)critical.51)On)the)other)hand,)it)has)also)been)demonstrated)that)expression)of)p97)containing)mutations)in)the)2nd)ATP)binding)domain)resulted)in)cytoplasmic)vacuoles)followed)by)cell)death.)Similar)morphology)is)seen)with)ex9poly)Q)expression)on)proteasome)inhibition.)This)suggests)that)p97)function)is)involved)in)the)function)of)recognising)and)disposing)of)abnormally)folded)proteins.18,)46)Further)research)is)clearly)needed)to)elucidate)the)role)of)p97)in)neurodegenerative)disorders.)There)is)evidence) to) suggest,)however,) that) the)ability) to)modulate)p97)activity)may)help) reduce) inclusion)formation) making) p97) an) attractive) molecular) target) in) ex9polyQ9induced) neurodegenerative)diseases.40,)46,)51)
1.1.4.3. Cystic!Fibrosis!Cystic)fibrosis)(CF))is)one)of)the)most)common)protein)folding)disorders.)Whilst)there)are)over)1,400)mutations)which)can)produce)CF,)the)most)common)mutation,)accounting)for)more)than)66%)of)cases)worldwide,)occurs)within)ΔF5089cystic)fibrosis)transmembrane)regulator)(CFTR).52)A)deletion)of)three)nucleotides)within) this) gene) results) in) the) loss) of) a) phenylalanine) in) the) CFTR) protein) resulting) in)improper)protein)folding.)This)protein)is)subsequently)eliminated)via)ERAD)using)p97)as)a)molecular)chaperone.53,)54)A)lack)of)the)CFTR,)a)membrane9bound)chlorine)channel,)causes)many)of)the)symptoms)of)cystic)fibrosis.)p97) interacts) with) gp78) in) order) to) form) complexes) with) CFTR) for) translocation) from) the) ER) to)degradation)by)the)proteasome.) It)has)been)demonstrated)that)disruption)of)p97)binding)with)CFTR)results) in) the) accumulation) of) immature) CFTR) in) the) ER) and) partial) rescue) of) functional) chloride)channels)to)the)cell)surface.)Furthermore,)interleukin98)(IL8),)a)chemokine)involved)in)inflammation,)
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the) expression) of) which) is) regulated) by) the) proteasome,) was) also) reduced.) Inhibition) of) the)proteasome) using) bortezomib,) a) proteasome) inhibitor,) had) the) effect) of) suppressing) CFTR)degradation.53)This) not) only) demonstrates) the) relationship) between)p97) and) cystic) fibrosis) but) also) demonstrates)that)p97)is)an)attractive)molecular)target)for)the)treatment)of)cystic)fibrosis.)
1.1.4.4. Cancer!Numerous)studies)have)demonstrated)correlations)between)increased)expression)of)p97)and)a)poorer)prognosis) in)a) range)of)cancers) including)pancreatic,)gastric,)hepatocellular)and)prostate)cancer.14,)55)Whilst) the) full) role) of) p97) in) these) processes) is) under) debate,) several) mechanisms) whereby)overexpression)of)p97)can)confer)anti9apoptotic)and)pro9metastatic)activity)as)well)as) increased)cell)proliferation)have)been)determined.40)p97) is)known) to) regulate) transcription)of)DNA) to)mRNA)by)activating)nuclear) factor9κB) (NF9κB))on)removing) bound) inhibitory) IkB) proteins) which) sequester) them) in) the) cytoplasm.2,) 33) The) pro9metastatic)and)anti9apoptotic)effects)of)p97)are)thought)to)occur)due)to)this)p97)mediated)activation)of)NF9κB.56,57)This)can)be)demonstrated)by)using)small) interfering)RNA)(siRNA))to)ablate)p97)expression.)This)has)been)shown)to)decrease)free)NF9κB,)resulting)in)a)pro9apoptotic)effect.58)Promisingly,)p97)suppression)has)already)been)demonstrated)as)a)potential)treatment)many)forms)of)cancer) including) pancreatic) cancer.) Vij) et( al53,) 54) observed) that) inhibition) of) p97) using) polyclonal)antibodies)was)seen)to)rescue)IkB)from)proteasomal)degradation,)suppressing)NF9κB)activation.53,)54)Whilst)direct)inhibition)of)p97)has)not)thus)far)been)used)in)cancer)therapeutics,)treatment)of)cancer)by) targeting) the) ERAD) pathway) is) in) clinical) use.) Bortezomib) is) a) selective) and) strong) reversible)inhibitor)of)the)26S)proteasome.59,)60)It)induces)NFκB9mediated)apoptosis)in)cancer)cells)whilst)normal)cells) recover) from) proteasome) inhibition.) It) has) to) date) shown) very) encouraging) results) when)employed)against)haematological)cancers)and)solid)tumors.61,)62)) !
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1.2. Inhibition!of!the!p978p47!Interaction!
1.2.1. p97!Inhibition!as!a!Treatment!for!p97!Associated!Disease!As) discussed) in) the) previous) section,) p97) has) been) implicated) in) a) range) of) diseases.) Furthermore,)there)is)evidence)to)suggest)that)p97)is)an)attractive)molecular)target)for)the)treatment)of)a)range)of)p979associated)diseases.)In)recent)years)a)number)of)molecules)have)been)developed)that)have)been)able)to)inhibit)p97)through)various)mechanisms.)Several)of)these)inhibitors)have)been)found)to)inhibit)cancer) growth) and) trigger) apoptosis,) validating) p97) as) a) cancer) target.) This) is) further) discussed) in)chapter)1.2.8.)
1.2.2. p97!Inhibition!as!a!Probe!for!Cellular!Functions!Creating) a) small) molecule) inhibitor) of) p979p47) binding) as) a) tool) for) chemical) genetics) will) allow)controlled,)in(vivo)experiments)and)biochemical)assays)to)probe)the)function)of)the)complex.)In)order)to)do)this)a)technique)called)chemical)genetics)may)be)used.)This)is)where)exogenous)ligands)that)bind)directly) to) proteins) are) used) to) alter) their) function) and) analysis) of) these) changes) enables) the)controlled)study)of)the)role)of)these)proteins)in(vivo.63,)64)Chemical)genetics)is)designed)as)a)compliment)to)traditional)genetics)experiments)that)often)use)the)introduction)of)a)mutation)to)study)the)function)of)proteins.)Using)genomic)information)linking)genes)to)proteins) it) is)possible) to) skip) the)process)of)genetic)modification,)which)often)has)unwanted)side)effects,) instead)opting) for)selective) interaction)of)a)small)molecule)with)the)protein)coded)for)by)the)gene.65)This) modulation) may) be) regarded) as) functionally) equivalent) to) a) mutation) but) with) several) key)advantages.) Firstly,) this) method) requires) no) genetic) modification.) This) has) the) ability) to) make) the)process)more)rapid)and)straightforward,)especially)when)investigating)multiple)cell)lines.)The)addition)of)a)chemical) is)trivial)whereas)genetic)modification)may)be)time)consuming)to)perform)on)each)cell)line.) This) is) especially) the) case) for) mammals) with) large) diploid) genomes) and) slow) rates) of)reproduction.63)Furthermore,) chemical) genetics) also) has) the) ability) to) introduce) more) subtle) perturbations) on) a)system.)This)proves)especially)beneficial) for)systems)in)which)a)gene)has)multiple) functions,)such)as)p97.)With) classic) genetics) it) is) extremely) difficult,) if) not) impossible,) to) selectively)manipulate) these)functions) via) mutation.) Applying) the) principles) of) chemical) genetics) makes) it) possible,) at) least) in)principle,)to)selectively)inhibit)these)functions)independently)of)one)another.63)A) further) advantage) is) that) chemicals) have) the) ability) to) diffuse) into) cells) in) the) order) of) seconds.)Consequently,)one)may)observe)short9lived)events)such)as)intracellular)signalling.)This)also)side9steps)the) organism’s) ability) to) compensate) for) gene) knockdowns) or) mutations) by) up9regulating) related)proteins) as) these) effects) are) not) often) observed) within) the) time9scale) of) a) chemical) experiment.)Additionally,)if)a)chemical)interacts)reversibly,)it)may)be)subsequently)allowed)to)wash)out)making)the)
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experiment)reversible.)This)is)difficult)if)not)impossible)using)classical)genetics.63)Further)regulation)is)also)achievable)by)changing)the)concentration)of)the)chemical)agent.)A) final) but) equally) problematic) issue) with) traditional) genetics) is) that) mutations) may) result) in)embryonic) lethality,)killing) the)organism)before)any)observations)may)be) taken.)With) the)selectivity)and)tunability)of)chemical)genetics)this)is)not)necessarily)the)case.65)The)chemical)genetics)approach)is,)however,)not)without)its)downsides.)First)and)foremost)is)the)lack)of) generalisation.) Ideally,) chemical) genetics) would) provide) us) with) small) molecules) that) have) the)ability)to)modulate)every)protein)interaction)within)an)organism.)Unfortunately)this)is)highly)unlikely)due)to)the)scale)of)interactions)within)any)organism.)However,)whilst)it)is)currently)impossible)to)do)genome) wide) scans) using) small) molecule) probes,) there) is) still) much) to) gain) by) applying) these)principles)on)a)limited)scale.)It)is)clear)that)whilst)this)approach)has)limitations)it)has)the)ability)to)overcome)many)of)the)problems)of) traditional) genetics.) As) such) it) represents,) not) a) replacement,) but) a) compliment) to) functional)genomics)and)marks)a)transition)from)a)trial9and9error)approach)in)traditional)biological)research)and)natural)product)discovery)to)more)target9specific)drug)design)and)selection.63,)64,)65,)66))In) traditional) genetics) there) are) two) general) approaches,) forward) and) reverse,) depending) on) the)starting)point)of) the) investigation.) In)a) classical) forward)genetics) screen,) random)mutagenesis)of) an)organism)is)performed.)From)this)mutants)are)selected)with)a)phenotype)of)interest)and)subsequently)the) genes) responsible) for) that) characteristic) are) identified.) Chemical) genetics) has) analogous)approaches) to) a) genetic) experiment.) In) forward) chemical) genetics) a) small) library) of) chemical)compounds)is)added)to)an)organism)to)observe)the)phenotypes)produced.)A)phenotype)of)interest)may)then)be)selected)and)the)protein)with)which)the)chemical)binds)can)be)identified.63,65)An) investigation) of) the) p979p47) interaction,) however,) would) be) better) suited) to) reverse) chemical)genetics.)The)classical)counterpart)to)this)experiment)is)reverse)classical)genetics)where)a)single)gene)of)interest)is)mutated)and)the)resultant)phenotype)is)observed.)Similarly,)in)reverse)chemical)genetics)a) protein) of) interest) is) identified) and) a) chemical) is) used) to) inhibit) its) activity) and) thus) identify) its)purpose) in)biological) system.)This) approach) is) analogous) to)drug)hunting)where) the) aim) is) often) to)find)an)enzyme)inhibitor)or)receptor)antagonists)of)a)purified)protein.)This)will)hopefully)also)provide)us)with)a)compound)that)may)provide)therapeutic)benefits)for)a)range)of)p97)related)diseases.)) )
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1.2.3. Protein8Protein!Interactions!In) recent) years) a) great) deal) of) research) has) gone) into) understanding) the) forces) that) drive)protein9protein) interactions) including) how) the) process) of) molecular) recognition) works) in) these)systems.67) This) includes) crystallographic) structures) of) proteins) co9crystallized)with) various) ligands)and) partner) proteins,) structural) and) thermodynamic) studies) and) alanine9scanning) mutagenesis) of)protein–protein) interfacial) residues.) Further) studies) have) also) investigated) both) the) chemical) and)physical)properties)of)protein–protein)binding)interfaces)to)determine)their)unique)features.)These)all)provide) detailed) and) comprehensive) knowledge) of) the) principles) that) govern) complex) formation)including) the) detection) of) specific) amino) acid) residues) that) contribute) both) to) the) strength) and)specificity)of)protein9protein)interactions.5,)6,)14,)67,)68)Apart)from)providing)a)useful) link)between)the)structure)and)function)of)proteins,)these)studies)also)help)us)to)design)ligands)with)the)purpose)of)inhibiting)such)interactions.67))
1.2.4. A!Standard!Protein8Protein!Interface!A) standard) protein9protein) interface) generally) has) a) surface) area) of) interaction) of) approximately)1200–2000)Å2.)Unsurprisingly,) the)contact)area)between) the) two)proteins) tends) to)have)good)shape)and)electrostatic)complementarity.67,)69)As) these) surfaces) are) typically) hydrophobic,) protein9protein) binding) often) buries) a) large) non9polar)surface) area.) Similarly) to) protein) folding,) hydrophobic) interactions) between) proteins) occur) among)nonpolar) regions) of) their) amino) acid) residues.) The) gain) in) free) energy) that) results) from) their)movement) from) the) aqueous) to) non9aqueous) environment) can) be) substantial.) As) a) result,)hydrophobicity)is)an)important)force)in)such)interactions.70,)71)Electrostatic) forces) also) play) a) central) role.) Complementary) charges) on) the) interacting) protein)surfaces)are)known) to)promote) complex) formation)and)often)determine) the) lifetime)of) the) complex.)These)also)generate)potential)energy)gradients)near)the)binding)site)that)can)direct)the)association)of)the)two)proteins.)This)increases)the)number)of)random)collisions)that)result)in)complexation.72,)73)Many) studies) have) demonstrated) that) whilst) protein9protein) interactions) tend) to) occur) over) large)surface)areas,)the)interaction)is)often)critically)dependent)on)a)small)number)of)residues)found)at)the)interface)between)the)binding)partners.)These)are)referred)to)as)“hot)spots”.67,)74)
1.2.5. Alanine!Scanning!and!Hot!Spots!Alanine)scanning)mutagenesis)is)a)method)that)may)be)used)to)determine)the)energetic)contribution)of)specific) amino)acid) residues) to) the) stability)of) a)protein9protein) interaction.75) It) involves)measuring)the) change) in) the) free) energy) of) binding) upon) sequential)mutation) of) individual) amino) acids) in) the)protein) structure) to) alanine.) Alanine) is) ideal) for) this) as) it) replaces) the) functional) side) chain)with) a)chemically)inert,)non9bulky,)methyl)functional)group.)Furthermore,)it)rarely)causes)significant)change)to)the)secondary)or)tertiary)structure)of)the)protein.76,)77)A)related)method,)known)as)alanine9shaving,)
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involves) making) multiple) simultaneous) alanine) mutations) and) may) also) be) used) to) determine) the)cooperativity)between)amino)acids)in)at)the)interface.76)Many) studies) that) have) used) these) approaches) have) shown) that) there) is) often) a) highly) uneven)distribution) of) energetic) contributions) from) individual) residues) at) the) protein9protein) binding)interface.) Only) a) few) key) residues,) known) as) hot) spots,) make) a) dominant) contribution) to) the) free)energy) of) binding.67,)74) For) a) hot9spot) to) have) a) significant) effect) on) protein) binding) it) was) initially)thought)that)the)free)energy)change)upon)substitution)with)alanine)should)be)greater)than)4)kcal/mol.)Regions)that)have)such)a)large)effect,)however,)are)quite)rare.)Consequently)some)studies)have)defined)a)threshold)as)low)as)2)kcal/mol)in)order)to)gather)enough)data)for)statistical)analysis.)With)this)lower)cut9off,) studies) have) shown) that) on) average) 9.5%) of) the) interfacial) residues) are) hot) spots) and) that)these)residues)tend)to)be)very)highly)conserved.78)Regions)of)hot)spots)tend)to)be)compact)and)centralised)within)the)two)binding)interfaces.)These)often)form)as)a)complimentary)pair)where)one)protein)will)possess)a)protrusion)of)hot)spot)residues)which)will)insert)into)a)cavity)on)the)other)protein)that)contains)complimentary)hot)spots.)Both)the)hot)spots)within) the) pocket) and) on) the) corresponding) protrusion) are) frequently) conserved.78) Studies) have)shown)that)approximately)79%)of)hot)spot)residues)are)found)in)complemented)pockets)and)93%)of)residues) with) a) difference) in) the) free) energy) of) binding) (ΔΔGbinding)) greater) than) 4)kcal/mol,) upon)alanine)mutagenesis,)are)found)as)protruding)or)complemented)pocket)residues.79))Many)studies)have)also)demonstrated)that)hot)spots)in)proteins)tend)to)have)the)ability)to)adapt)and)bind)to)the)same)pattern)of)residues)in)different)structures.)This)demonstrates)a)high)structural)and)functional)adaptability)required)of)proteins)that)that)bind)to)multiple)partners.67)This)is)seen)in)p97,)which)is)known)to)bind)to)a)wide)variety)of)adaptors.))
1.2.6. The!Interaction!Between!p97!and!p47!The)interaction)of)p97)with)its)binding)partner)p47)(which)is)involved)in)homotypic)membrane)fusion))follows)many)of)these)trends.)Within)the)1700)Å2)area)of)interaction)between)p97)and)p47,)we)observe)the)insertion)of)a)loop)(the)S3/S4)loop,)residues)3429345))on)the)main)β9sheet)of)the)p47)UBX)domain)into) a) hydrophobic) pocket) located) between) the) two) p97) N9subdomains:) p97) Nn) and) p97) Nc. The)aromatic) ring) from)Phe343) inserts) into) hydrophobic) pocket) formed) from)Asp35CG,) Ser37CB,) Val38)(the) first)Ψ9loop)) and) Ile70) in) the)N9domain) of) p97.) Pro344) in) p47) provides) the) sharp) turn) at) the)bottom)of)the)loop.)Asn345)in)p47)forms)a)hydrogen)bond)with)the)backbone)carbonyl)on)Glu141)in)p97)ND1)(Figure)1.6).4,)68)
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) )Figure)1.6:)Key)interactions)between)the)p47)C9)terminal)domain)and)p97)N9terminal)domain.)(Left))The)overall)structure)of)the)p97)N9domain)is)displayed)as)an)electrostatic)surface)(red)–)negative)potential,)blue)–)positive)potential).)The)p47)UBX)domain)in)green)is)shown)in)a)ribbon)representation.)The)S3/S4)loop)can)be)seen)to)insert)into)a)cleft)within)the)p97)N9domain.)(Right))The)amino)acids)involved)in)the)key)interactions)are)labeled)on)a)ribbon)representation)of)p47)(green))and)p97)(blue).)Adapted)from)Dreveny)et)al,)2004.4))In) addition) to) these) conserved) residues,) there) are) hydrophobic) interactions) between) p47) residues)Leu308,)Met340,)Val364)and)Val)366)and)p97)N) residues)Phe52,)Arg53,)Gly54,)Pro106,)Tyr110)and)Tyr143.) Further) hydrogen9bonding) interactions) are) also) observed) between) p47) UBX) Asn345)backbone)amine)group)and)p97)N)Glu141)backbone)carbonyl)group)and)p47)UBX)Arg301)backbone)amine)group)and)p97)N)Val108)backbone)carbonyl)group.4,)68)In) a) study) by) Dreveny) et( al4,) the) importance) of) the) S3/S4) loop) on) the) stability) of) the) p479p97)interaction)was)determined.)A)p47)mutant)containing)a)shorter)analogue)of)the)S3/S4)loop,)designed)to)mimic) an) analogous) loop) in)ubiquitin,) as)well) as) three) further) single)point)mutants) of) p47,)were)investigated.4,) 68) Binding) affinity) was) almost) eradicated) for) the) shorter) loop) mutant) and) was)significantly)reduced)for)the)single)point)mutations.)This)shows)that)the)S3/S4)binding)loop)is)highly)important)for)the)stability)p479p97)interaction.4,)68)
1.2.7. p978p47!Hot!Spots!as!Targets!for!Inhibitors!!As)many)of)the)binding)partners)of)p97)have)a)conserved)UBX)domain)containing)the)essential)S3/S4)loop,) this) clearly)demonstrates)how)p97)has) the) ability) to)bind) to) a)wide) array)of)partner)proteins.)Furthermore,)this)suggests)that)an)inhibitor)based)of)the)S3/S4)loop)may)be)a)key)target.)An)inhibitor)of)this)kind)would)bind)to)the)p97)cleft)competitively,)as)it)would)share)similar)interactions)with)the)native)loop.)Furthermore)it)is)likely)to)inhibit)not)just)one)function)of)the)protein,)but)an)entire)class)of)functions)that)rely)on)the)same)binding)motif.))
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1.2.8. p97!Inhibitors!to!Date!Whilst)there)was)no)known)inhibitor)of)p97)activity)at)the)beginning)of)this)project,)several)have)been)identified) in) the) past) few) years.) A) number) of) different) methods) were) employed) to) identify) these)compounds)and)several)different)modes)of)action)have)been)observed.)))The)majority)of)p97)inhibitors)identified)to)date)are)competitive)ATPase)inhibitors)identified)through)ATP)turnover)assays.)Among)these)are)DBeQ80,)ML240)and)ML24181,)CYM9565482.)These)are)easier)to)develop)and)often)have)high)affinity) for)their) target)but)can)be) less)selective)than)other)compounds.)This) approach,) however,) has) yielded) good) results.) DBeQ) has) been) shown) in) cell) studies) to) block)multiple)cellular)processes)dependent)on)p97,)including)ERAD)and)autophagosome)maturation.)DBeQ)has)also)shown)the)potential)to)inhibit)cancer)growth)more)effectively)than)the)proteasome)inhibitors)currently)used)to)treat)cancer.80))
) ) ) )
DBeQ ML240 ML241 CYM-5654 Figure)1.7:)Chemical)structures)of)competitive)ATPase)inhibitors)of)p97.))NMS9873)is)also)an)ATPase)inhibitor,)however)it)binds)allosterically)to)a)pocket)between)the)D1)and)D2)domains.)This)has)proven)to)be)a)far)more)selective)inhibitor)of)p97)and)has)also)showed)promise)in)cell)studies)in)which)it)was)observed)to)interfere)with)autophagy)and)activate)the)unfolded)protein)response.) Importantly,) this) compound) was) also) observed) to) induce) cancer) cell) death,) further)validating)p97)and)a)cancer)target.))
)Figure)1.8:)Chemical)structure)of)NMS9873,)an)allosteric)ATPase)inhibitor)of)p97.)
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Another)compound)has)been)identified,)3,49methylenedioxy9β9nitrostyrene,)that)binds)irreversibly)to)Cys9522)in)d2)domain.83))
)Figure)1.9:)Chemical)structure)of)3,49methylenedioxy9β9nitrostyrene,)an)irreversible)p97)inhibitor.))Whilst)no)compounds)have)been)confirmed) to)work)by) inhibition)of) the)protein9protein) interaction,)Xanthohumol,) a) chalcone)derivative) found) in)hops) and)beer,) is) known) to)bind) to) the)N9domain) and)inhibit)p97)activity.)The)exact)position)of)binding)and)mode)of)action)are)unknown,)but)it) is)likely)to)work)by)inhibiting)protein9protein)binding.84))
)Figure)1.10:)Chemical)structure)of)Xanthohumol,)an)inhibitor)of)the)p97)protein9protein)interaction.))The) discovery) of) these) compounds) reconfirms) the) importance) of) p97) inhibitors) as) a) tool) for) the)investigation)of)p97s)role)within)the)cell.)Furthermore,)many)of)these)studies)have)demonstrated)that)p97)is)a)valid)target)in)the)treatment)of)diseases)in)which)p97)is)implicated.)) )
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1.3. Protein8Protein!Binding!Assays!Often) the) single) biggest) limiting) factor) in) developing) protein) inhibitors,) especially) inhibitors) of)protein9protein) interactions,) is) the) development) of) an) appropriate) assay) that) can) identify) active)compounds) in) a) timely)manner.)A)number)of) general) assay) formats) for)protein9protein) interactions)and)their)inhibitors)exist,)each)of)which)have)their)own)advantages)and)limitations.)The)most)common)of)these)are)discussed)below.)Ultimately)a)number)of)trial)assays)will)need)to)be)performed)in)order)to)identify)the)most)effective.)Ideally,) primary) screens) should) be) high9throughput) and) able) to) distinguish) between) hits) and) the)background) reliably.) It) is) also) important) to) consider) an) orthogonal) secondary) assay) that) uses) a)different) modality) or) format) to) confirm) the) results) and) potentially) elaborate) on) the) nature) of) the)interaction.)
1.3.1. Isothermal!Titration!Calorimetry!(ITC)!ITC) is) a) technique)which) can)measure) the) heat) of) binding) upon) the) interaction) of) two) proteins) or)between)a)protein)and)a)ligand.85)The)instrument)used)to)detect)this)heat)change)consists)of)two)cells,)the)sample)cell)and)the)reference)cell.)These)are)surrounded)by)an)adiabatic)jacket)which)is)kept)at)a)lower) temperature) than) the) cells) making) it) necessary) to) heat) them) to) maintain) a) constant)temperature.)By)placing)a)sample)of)one)of)the)binding)partners)in)the)sample)cell)and)titrating)in)the)other) binding) partner) through) a) stirring) injector) syringe,) the) machine) measures) the) slight) energy)difference) required) to)maintain) a) constant) temperature) in) the) cells.) A) control) run,)where) titrant) is)injected) into)buffer,) is) used) to) subtract) any)heat) changes) caused)by) titrant) dilution)or) stirring.) This)allows)it)to)detect)very)small)changes)in)temperature)associated)with)endo9)and)exothermic)reactions.)Consequently)the)thermodynamic)parameters)of)the)binding)interaction)can)be)directly)assessed.85)Like)NMR,) ITC) requires) high) protein) concentrations.) Additionally,) ITC) is) also) extremely) sensitive) to)contamination)and)variation)in)sample)preparation.)Consequently)it)can)be)difficult)to)acquire)reliable)datasets.)
)Figure)1.11:)Simplified)schematic)of)an)ITC)instrument.)The)identical)reference)and)sample)cells)are)show)as)well)as)the)stirring)injector)syringe,)which)titrates)and)mixes)the)titrant)into)the)sample)cell)during)the)ITC)experiment.)Both)cells)are)kept)at)a)constant)temperature)during)the)experiment.)The)difference)in)power)required)to)keep)both)cells)at)a)constant)temperature)is)recorded.)
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1.3.2. Surface!Plasmon!Resonance!(SPR)!SPR)is)an)evanescent)wave)biosensor)technology)that)has)the)ability)to)monitor)the)interaction)of)two)or)more)molecules)in)real9time.)SPR)biosensors)are)sensitive)to)changes)in)mass)bound)to)the)surface)of)a)sensor)chip)and)can)therefore)be)used)to)measure)interactions)of)various)biomolecules)including)protein9protein)interactions.)Practically)this) is)achieved)by) immobilizing)one)binding)partner)on)the)surface)of)a)sensor)chip.)The)other)binding)partner)is)then)carried)in)a)flow)of)buffer)solution)through)a)miniature)flow)cell.)A)laser)is)fired)onto)the)other)side)of)the)chip)and)at)certain)angles)the)light)is)absorbed)resulting)in)a)plasmon)wave) on) the) outer) side) of) the) metal.) This) is) observed) as) a) region) of) lower) light) intensity) on) a)photodetector.)Any)binding)event)on)this)side)of)the)sensor)chip)leads)to)a)measureable)change)in)the)angle)of)absorption.)Time9dependent)changes) in)the)angle)of)absorbance)are)recorded)providing)not)only)information)about)binding)or)non9binding)but)information)about)the)kinetics)and)the)strength)of)the)interaction)as)well.)By)adding)an)inhibitor)to)the)solution)flowing)over)the)chip)we)would)expect)to)see)a)reduction)in)binding)proportional)to)the)binding)affinity)of)the)inhibitor)molecule.86)The)main)disadvantage)with)this)type)of)assay)is)that)it)is)not)truly)high9throughput)and)only)a)limited)number)of)compounds)will)be)able)to)be)tested.)))
)Figure)1.12:)Schematic)of)an)SPR)chip.)Onto)the)metal)chip,)which)is)usually)silver)or)gold,)one)of)the)binding)partners)is)immobilized.)The)other)binding)partner)is)passed)through)in)a)flow)chamber.)Below)the)chip)a)laser)is)directed)into)a)prism)that)widens)the)beam)causing)it)to)strike)the)metal)chip)at)range)of)angles.)At)one)of)these)angles)the)light)will)be)absorbed)by)the)metal,)turning)its)energy)into)a)plasmon)wave)on)the)outer)surface.)Since)no)light)is)reflected)at)this)angle,)this)is)seen)as)a)dark)line)on)the)photodetector.)As)the)plasmon)wave)propagates)on)the)outer)side)of)the)metal,)any)interaction)with)the)immobilized)protein)changes)the)angle)at)which)the)light)is)absorbed.)86)
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1.3.3. Enzyme8Linked!Immunosorbant!Assay!(ELISA)!ELISAs) are) a)method) that) can) be) used) to)measure) PPIs) and) consequently) the) competition) between)protein9protein) binding) and) inhibitor) binding.) To) perform) this,) one) of) the) proteins) is) attached) to) a)plate)surface)and)the)partner)protein)is)then)allowed)to)bind)to)it,)with)any)excess)being)washed)away.)An)antibody)for)this)second)protein)attached)to)an)enzyme)is)then)added)to)the)plate)and)allowed)to)bind) to) the)partner)protein.)Unbound)antibodies)are) then)washed)away.)When) the)substrate) for) the)enzyme)is)added,)this)produces)a)measureable)readout)that) is)quantitatively)linked)to)the)amount)of)antibody) present) and) consequently) to) the) amount) of) partner) protein) to) which) the) antibody) has)bound.87)This) method) can) be) highly) sensitive) because) the) readout) is) amplified) by) the) enzyme.) Further)amplification)can)also)be)achieved)by)using)secondary)antibodies)that)bind)to)the)primary)antibody.)It)is)also)flexible)and)inexpensive)to)run.87)On)the)other)hand,)there)are)a)number)of)constraints)that)limit)its)ability)to)be)used)in)high)throughput)screening.) First) and) foremost,) ELISAs) require)multiple) incubation) and)washing) steps,)which) can) be)highly)time)consuming.)Furthermore)washing)can)disrupt)weak)binding)(c.a.)Kd)>)1μM).)Furthermore,)potential)inhibitors)may)interfere)with)the)assay)format,)for)example)by)binding)non9specifically)to)the)proteins) or) detection) reagents.) This) can) be) offset) by) using) complimentary) detection) methods) to)confirm)hits.87))
)Figure)1.13:)Schematic)of)an)ELISA.)One)of)the)partner)proteins)is)immobilised)on)the)surface)using)a)capture)antibody.)The)other)protein)is)then)allowed)to)bind.)This)partner)protein)is)recognised)by)a)secondary)antibody)bound)to)an)enzyme.)This)enzyme)can)then)be)used)to)catalyse)the)formation)of)a)coloured)compound)that)can)be)measured)and)related)to)the)quantity)of)the)bound)partner)protein.87)
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1.3.4. X8Ray!Crystallography!X9ray) crystallography) is) often) considered) the) gold) standard) for) characterising) the) interactions)between) small) molecules) and) proteins.) To) perform) this,) co9structures) of) proteins) and) ligands) are)prepared) by) either) co9crystallisation) or) soaking) the) compound) into) a) crystal) of) the) protein.) Such)co9crystals) can) be) difficult) to) obtain) if) the) protein) does) not) crystallise) well,) if) the) ligand) inhibits)crystallisation)(e.g.)by)binding)at)a)crystal)contact),)or)if)the)ligand)is)not)sufficiently)soluble.)If)a) co9crystal) can)be)prepared)and)a)high9resolution)crystal) structure) (ca.)1.593)Å))can)be)obtained,)this) can) provide) valuable) information) on) the) binding) site) and) the) specific) contacts) between) the)compound) and) the) protein.) ) However,) its) ability) to) screen) large) numbers) of) compounds) is) limited.)Consequently,)rather)than)using)this)as)a)primary)screen,)it)is)more)appropriately)used)to)validate)hits)and)provide)information)for)compound)optimisation.)
1.3.5. Heteronuclear!Single!Quantum!Coherence!NMR!(HSQC8NMR)!!NMR)may)be)used) to) identify) ligand)binding)and)determine)dissociation) constants)by)observing) the)effects)of)ligand9protein)binding)on)the)cross)peaks)of)an)HSQC9NMR)spectrum.)HSQC9NMR)of) proteins) gives) a) two9dimensional) spectrum) correlating) 1H) and) a) heteronucleus,)most)often) 15N.88) As) every) amino) acid) within) a) protein) contains) an) amide) proton) bound) directly) to) a)nitrogen)atom) in) the)peptide)bond,)we)can)observe) these) residues,)with) the)exception)of)proline,)as)individual)cross)peaks)in)the)HSQC)spectrum)of)a)15N)enriched)protein.88,)89)The)titration)of)an)inhibitor)into)a)solution)of)15N)enriched)p97)N9domain)should)result)in)a)shift)in)these)cross)peaks.)The)degree)to)which) these) signals) shift) as) a) function) of) the) titrant) concentration) can) be) used) to) determine) the)binding)affinity)of)the)ligand.90)As)there)is)an)assigned)HSQC)spectrum)for)this)construct)of)p97)N9domain91,)it)may)also)be)possible)to)determine)approximately)where)the)ligand)is)binding)as)the)chemical)shift)changes)are)often)greatest)for)amino)acids)close) to) the)binding)site.)These)assignments)are,)however,)provisional)as) shifts)may)occur) elsewhere) in) the) protein) as) a) result) of) conformational) change) in) response) to) a) distal) binding)event.88,)89)This)assay)has)the)ability)to)provide)a)great)deal)of) information)regarding)the)interaction)of)a) ligand)and)a)protein.)It)is,)however,)slow)and)requires)large)quantities)of)protein,)which)is)time)consuming)to)produce.) Consequently,) rather) than)using) this) as) a) primary) screen,) it) is)more) appropriately) used) to)validate)hits)and)provide)information)for)compound)optimisation.)A)more)detailed)explanation)of)the)principles)behind)NMR)based)assays)can)be)seen)in)chapter)3.2))
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1.3.6. Förster!Resonance!Energy!Transfer!(FRET)!A) suitably) designed) quantitative) equilibrium) binding) assay,) based) on) Förster) Resonance) Energy)Transfer,) is) ideal) for)studying)these)binding)partners) in)the)presence)of) interacting)molecules.) It)has)the)ability) to)provide)parameters)such)as) the)dissociation)constant) (Kd))and)half)maximal) inhibitory)concentration)(IC50))of)inhibitors)as)well)as)the)Kd)of)p97’s)partner)proteins.)This) assay) may) be) run) in) small) sample) volumes) of) low) concentration.) It) is) therefore) amenable) to)parallelisation) in) 969) or) 3849well) plate) readers.) This) gives) us) the) opportunity) to) rapidly) study) the)same)binding)partners)under)varying)conditions,) for)example,)before)and)after) the)addition)of)many)different)potential)drug)candidates.)A)more)detailed)explanation)of)the)principles)behind)FRET)based)assays)can)be)found)in)chapter)3.2) )
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1.4. Aims!and!Objectives!Research) to)date)on)p97)and) its) adaptors)has)provided)a) large)amount)of) information)about)how) it)performs)a)range)of)functions)within)cells)through)its)action)as)a)molecular)chaperone)and)its)role)in)the) UPS.) There) is,) however,) a) great) deal) that) is) still) unknown) about) p97) including) how) exactly) it)performs)many)of)these)functions)on)a)biochemical)level)and)how)p97)is)able)to)recognise)such)a)wide)array)of)adaptor)proteins.)Furthermore,)the)full)extent)of)all)functions)of)p97)is)not)currently)known.3,)14,)18,)19,)25)Developing) a) small) molecule) inhibitor) of) p979p47) binding) will) allow) in( vivo) experiments) and)biochemical)assays) to)probe)the) functions)of) this)complex)as)well)as)providing) insight) into)how)p97)interacts)with)such)a)large)array)of)adaptor)proteins,)how)these)adaptors)are)linked)to)its)function)and)how)these)functions)are)performed)on)a)biochemical)level.)There)is)also)evidence)to)suggest)that)p97)is)an)attractive)molecular)target)for)the)treatment)of)a)range)of)p979associated)diseases)including)cancer)and)cystic)fibrosis.)Two)approaches)for)the)inhibitor)design)will)be)used:)Firstly)a)range)of)small)peptide)inhibitors)will)be)designed) based) on) previous) experimental) data) detailing) the) hot9spot) interactions) between)p97) and)p47)and)these)peptides)will)be)prepared)by)automated)solid)phase)peptide)synthesis.63,)65,)66,)92)For) the) second) approach,) the) S3/S4) loop) on) p47) will) be) modelled) in( silico) and) a) library) of)commercially) available) small)molecules) will) be) searched) against) this)model) to) find)molecules) with)similar)features)to)the)loop.93)To)test)these)inhibitor)candidates,)prototype)assays)will)be)also)be)designed)and)performed)to)find)the)best)in(vitro)method)to)determine)inhibitor)binding)efficacy.)Using)the)information)gained)from)these)assays,) the) structure) activity) relationships) (SARs)) for) any) identified) active) compounds) will) be)determined)and)used)to)prepare)further)generations)of)improved)compounds)for)testing.)
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Chapter!2. Inhibitor!Design!and!Synthesis!)
2.1. Hot!Spots!as!Target!for!Inhibitors!of!Protein8protein!Interactions!As) discussed) in) sections) 1.2.691.2.7,) identifying) hot) spots) within) protein9protein) interactions) has)obvious)implications)for)inhibitor)development.94,)95)The)hot)spots)for)the)interaction)between)p97)and)its)adaptors)are)known)to)centre)around)a)structure)called)the)S3/S4)loop)and)the)corresponding)cleft)on)p97)into)which)it) inserts.)These)two)structures)exhibit) many) of) the) characteristics) expected) of) hot) spots) and) are) known) to) make) the) largest)contribution)to)the)free)energy)of)binding)through)mutagenesis)experiments)(section)1.2.691.2.7).)Designing)an) inhibitor)that)shares)similar) features)with)this) loop)is) likely)to)bind)competitively)with)p97.)This)may)allow)us)to)effectively)and)selectively)inhibit)not)just)one)function)of)p97,)but)an)entire)class)of)functions)which)rely)on)the)same)binding)motif.))
) )Figure)2.1:)p979p47)binding)hot)spots.)(Left))The)overall)structure)of)the)p97)N9domain)is)displayed)as)an)electrostatic)surface)(red)–)negative)potential,)blue)–)positive)potential).)The)p47)UBX)domain)in)green)is)shown)in)a)ribbon)representation.)The)S3/S4)loop)can)be)seen)to)insert)into)a)cleft)within)the)p97)N9domain.)(Right))The)amino)acids)involved)in)the)key)interactions)are)labeled)on)a)ribbon)representation)of)p47)(green))and)p97)(blue).)Adapted)from)Dreveny)et)al,)2004.4))Three) approaches) for) the) inhibitor) design)were) be) used:) Firstly) a) range) of) small) peptide) inhibitors)were) designed) to) closely) mimic) the) S3/S4) loop.) These) were) prepared) by) automated) solid) phase)peptide) synthesis.63,)65,)66,)92) In) the) second) approach) the) S3/S4) loop) on)p47)was)modelled) in(silico.) A)library) of) commercially) available) small) molecules) was) then) searched) against) this) model) to) find)molecules)with)similar)features)to)the)loop.93)
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2.2. Peptide!Inhibitors!
2.2.1. Background!Peptides)were)chosen)as)the)first)method)for)inhibitor)design)and)preparation.)The)concept)of)peptides)as) inhibitors,) particularly) as) therapeutics,) has) traditionally) been) overlooked) as) a) result) of) their)susceptibility)to)degradation)in(vivo,)size)and)various)limitations)on)delivery.)Recently,)however,)there)has) been) increasing) interest) in) their) use,) not) least) of) which) because) they) offer) great) potential) in)targeting) protein9protein) interactions) and) the) disease) pathways) in) which) they’re) implicated.)Furthermore,)a)number)of)advances)in)the)field)have)enabled)the)design)of)peptides)that)overcome)the)traditional)limitations.96)Short)peptides)have)been)of)particular) interest) for) inhibiting)protein9protein)interactions.)They)have)been)found)to)bind)more)effectively)within)the)large)protein9protein)surface)areas)lacking)a)catalytic)binding)pocket)that)favours)traditional)small)molecules.96)This)is)perhaps)due)to)their)ability)to)closely)mimic) the) complimentary)hot) spots) in)a)protein9protein) interaction.)This) is)often)achieved)by)using)peptide)mimetics)or)short)restrained)copies)of)known)binding)regions)using)high9resolution)structural)information.97)The)utility)of)such)approaches)is)reflected)in)the)steady)increase)in)short)peptide)based)drugs)coming)to)market)in)recent)years.96)Peptides) also) show) a) high) level) of) diversity) and) often) very) high) specificity) for) their) targets.))Additionally,)they)generally)have)fewer)toxicology)issues)arising)from)xenobiotic)metabolism.)This,)as)well)as) immunogenicity)problems,)have)been) further) improved)by)recent)advances) in)modifying) the)rate)of)turnover)and)susceptibility)to)proteases.96)Furthermore,)they)are)linear)heteropolymers)with)well9defined)chemistry)and)are)therefore)amenable)to)automated)synthesis.)This)provides)a)powerful)tool)for)the)design)and)rapid)production)of)a)small)library)of)inhibitors)for)the)p979p47)interaction.67)
2.2.2. Peptides!Designed!to!Mimic!the!S3/S4!Loop!There) are) a) significant) number) of) methods) that) may) be) used) to) design) peptide9based) inhibitors)including)randomised)approaches)such)as)combinatorial)peptide)libraries,)or)semi)guided)approaches)such) as) phage) display.) Interestingly,) whilst) such) methods) produce) random) peptide) sequences,) the)sequences) that) are) selected) in) the) process) are) often) found) to) bind) to) the) protein) hot) spots.98) This)further)suggests)that)hot)spots)should)be)the)key)target)and)that)they)are)druggable)through)peptides.)In) this) context,) however,) the)most)promising)method) is) structure)guided,) semi9rational)design.)This)takes)a)known)or)predicted)structure)and)uses)it)to)derive)a)sequence)predicted)to)interfere)with)its)target.)These)peptides)can)then)be)optimised)for)better)affinity)and)pharmacological)properties.96)
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Several)candidate) inhibitors)were)designed) to)mimic) the)most)conserved)version)of) the)endogenous)p47)S3/S4)loop)(residues)3439345,)Phenylalanine)(F),)Proline)(P),)Arginine)(R)).)These)are)shown)in)Table)2.1.)Peptide)1)is)a)heptamer)that)contains)this)sequence)as)well)as)a)pair)of)threonines)that)act)as)spacers)to)enable)a)pair)of) terminal) cysteines) to)constrain) the) loop) in) its)biologically) relevant)configuration.)This) sequence) is) the) closest)mimic) of) the) S3/S4) loop.) Peptides) 294) contain) alanine) substitutions) to)analyse) the) importance) of) various) residues) to) the) overall) efficacy) of) the) peptide.) Peptides) 598) are)shorter) analogues) of) 194) enabling) a) comparison) of) length) and) disulphide) bridge) positioning) on) the)efficacy)of)the)peptide.)(Figure)2.2).))
 Name) Sequence)  
 P.1.1) CTTFPRC)  
 P.1.2) ATTFPRA)  
 P.1.3) CTTAPAC)  
 P.1.4) ATTAPAA)  
 P.1.5) CTFPC)  
 P.1.6) ATFPA)  
 P.1.7) CTAPC)  
 P.1.8) ATAPA)  Table)2.1:)Peptide)structures)198.)Structures)are)given)from)the)N9)to)C9)terminus.))Red)–)Cysteine)resides)for)disulphide)bridge,)Blue)–)Conserved)amino)acid)resides)from)S3/S4)loop,)Green)–)Spacer)residue)to)allow)the)loop)to)keep)the)correct)shape)(Threonine)has)been)used)here)as)this)is)most)similar)to)the)native)binding)loop),)Black)–)Alanine)resides)as)negative)controls.))
)Figure)2.2:)S3/S4)loop)with)labelled)amino)acids.)The)suggested)inhibitor)shape)is)displayed)as)a)white)overlay)with)the)two)positions)suggested)for)disulphide)bridges.)
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2.2.3. Peptide!Preparation!by!Automated!Solid!Phase!Synthesis!Sequences) 198)were) prepared) in) parallel) using) automated) solid) phase) peptide) synthesis)with) Fmoc)protected)amino)acids)and)Rink)Amide)AM)resin)as) the)solid)phase)support.)Following)synthesis) the)peptides) were) cleaved) from) the) resin) and) all) protecting) groups) were) removed.) Subsequently,) the)peptides)were)dried)and)organic)scavengers)were)removed)by)precipitation)in)cold)TBME)followed)by)centrifugation.)
2.2.4. Terminal!Capping!The) Rink) Amide) resin) was) chosen) for) its) ability) to) amidate) the) C9terminus) of) the) peptides) upon)cleavage.92)This)removed)the)free)carboxyl)group)that)would)otherwise)result)in)a)negative)charge)at)the) C9terminus) that) does) not) accurately) reflect) the) nature) of) the) native) S3/S4) loop.) Furthermore)terminal) capping) (by) N9terminal) acetylation) or) C9terminal) amidation)) increases) the) stability) of) the)peptides)against)terminal)peptidases.)
2.2.5. Peptide!Cyclisation!Terminal)cysteines)have)been)used)to)constrain)several)of)these)peptides)as)this)is)thought)to)improve)their)chemical)and)biological)stability)whilst)promoting)a)biologically)active)conformation)without)the)need)for)a)large)aptameric)scaffold.96)As) a) linear) ligand)would) exist) as) an) ensemble) of) conformations,) binding) to) the) target) protein)may)require) a) large) reduction) in) entropy.) Constraining) these) peptides) may) reduce) these) unfavourable)entropic) effects) by) limiting) the) number) of) conformations) a) peptide) may) take) (Figure) 2.3).)Conformational)restriction)also)tends)to)result)in)a)decrease)in)dynamic)motion)of)the)peptide,)aiding)binding.99))
)Figure)2.3:)Conformational)entropy)on)binding)of)a)linear)versus)constrained)ligand.)The)blue)oval)represents)the)protein,)the)purple)line)represents)the)peptide)and)the)red)cross)linker)represents)a)disulphide)bridge.)Adapted)from)Udugamasooriya)et)al99)
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)Whilst) this) is) a) valid) design) principle) at) this) early) stage,) a) study) by) Udugamasooriya) et( al99,)demonstrated) that) these) entropic) relationships) can) often) be) quite) complicated) to) rationalise.)Furthermore,)conformational)restriction)allows)less)flexibility)for)the)ligands)to)fit)within)the)intended)binding)pocket.)Several)peptides)have)therefore)been)designed)replacing)the)cysteines)with)alanines)allowing)a)meaningful)comparison)of)the)efficacy)of)constrained)versus)and)unconstrained)peptides.)As)well)as)potentially)locking)the)peptide)into)a)biologically)relevant)conformation,)such)modifications)also) stabilise) the) peptide) both) structurally) and) chemically,) and) help) to) improve) half9life) and) oral)availability.96)The)method)suggested)above,)where)a)covalent)bond)is)introduced)between)any)parts)of)the)peptide,)is)known)as)peptide)stapling.)Disulphide)bridges)created)between)two)cysteines)represents)the)simplest)and) most) synthetically) tractable) version) of) this) method.) Such) stapled) peptides) are) often) highly)resistant)to)protease)action.96)An)alternative)method)is)to)circularise)the)peptide)between)the)N)and)C)termini.)DMSO) was) used) to) oxidise) the) cysteines) to) form) the) peptide) loop.100,) 101) 5%) DMSO) in) a) buffered)aqueous)solution)was)added)to)crude)linear)peptides)P.1.1,)P.1.3,)P.1.5)&)P.1.7)and)stirred)overnight.)Low) concentrations)were) used) in) order) to) favour) the) intramolecular) reaction) of) cysteines) over) the)intermolecular)reaction.)Whilst)higher)DMSO)concentrations)of)20%)were)suggested) in) the) literature) to)promote)more)rapid)cyclisation)of)the)peptides,) initial)attempts)to)use)such)concentrations)resulted)in)difficulty)purifying)the)peptides)and)proved)a)limiting)factor)in)the)preparation)of)large)yields.100,102)Consequently)a)lower)concentration) of) 5%)DMSO)was) used) in) subsequent) preparations.)Whilst) this) reduced) the) reaction)rate,) it) has) simplified) the) purification) of) the) final) peptides) and) increased) the) yields) obtained) in)previous) studies.) Removal) of) the) DMSO) from) the) products) was) ultimately) achieved) by) dilution) in)distilled)water)and)lyophilising)overnight.)
2.2.6. Purification!and!Analysis!All) peptides) were) isolated) by) liquid) chromatography9mass) spectrometry) (LCMS)) and) dried) by)lyophilisation.) The) structure) of) the) peptides) was) confirmed) by) MALDI9TOF) (matrix) assisted) laser)desorption/ionisation9time) of) flight)) mass) spectrometry) and) the) purity) of) the) compounds) was)determined)using)analytical)HPLC)to)be)greater)than)95%.)) )
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) Peptide) MW) Yield)(mg))P.1.1)(CTTFPRC)) 826.0) 9.3)(19)%))P.1.2)(ATTFPRA)) 761.9) 20.1)(44)%))P.1.3)(CTTAPAC)) 664.8) 4.5)(11)%))P.1.4)(ATTAPAA)) 600.7) 23.4)(65)%))P.1.5)(CTFPC)) 568.7) 3.6)(11)%))P.1.6)(ATFPA)) 504.6) 11.0)(36)%))P.1.7)(CTAPC)) 492.6) 2.2)(7)%))P.1.8)(ATAPA)) 428.5) 15.4)(60)%))Table)2.2:)Yields)of)peptides)198.))It) is) clear) that) whilst) sufficient) peptide) has) been) produced) using) these) standard) techniques,) the)method)for)cyclising)the)peptides)dramatically)lowers)the)yield)obtained.)It)is)possible)that)designing)a)method)whereby)the)peptides)are)cyclised)on9bead)would)improve)the)yields.)) !
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2.3. Small!Molecule!Inhibitors!Through!Virtual!Ligand!Screening!
2.3.1. Background!The) second) method) that) was) used) was) virtual) ligand) screening.) In) this) approach) compounds) are)chosen)using) computer)models) that) predict) their) binding) to) a) target)molecule.) This) technique) is) an)integral)part)of)today's)lead)generation)process.103,)104)The)advantage)of)this)method)is)that)huge)numbers)of)compounds)can)be)tested) in(silico)rapidly)and)without) the) expenditure) of) expensive) reagents) and) difficult) to) prepare) products.) Furthermore,)experimental) limitations) such) as) low) solubility,) formation) of) aggregates) or) any) interference) to) the)assay)conditions)do)not)need)to)be)considered)in)the)initial)computational)screen,)although)this)may)cause)problems)in)secondary)screening.104))One)limitation)is)that)the)model)itself)needs)to)be)sufficiently)sophisticated)in)order)to)give)meaningful)results.) Furthermore) virtual) screening) requires) prerequisite) knowledge) about) the) spatial) and)energetic)criteria)responsible)for)the)binding)of)a)particular)ligand)to)the)protein)in)question.)This)can)either)be) in) the) form)of) crystal) structures,)NMR)or)homology)modelling)of) the)protein,) or)of) a) rigid)reference)ligand)in)a)biologically)active)conformation.105)The)main)approaches)for)virtual)screening)are)docking,)pharmacophore)searching)or)molecular)field)based)methods.)
Docking)studies)involve)predicting)ligand)conformation)and)orientation)within)a)targeted)binding)site.)This) approach,) however,) is) often) limited) by) the) quality) of) the) protein) model.) There) can) also) be)problems)when)analysing)flexible)compounds,)proteins)with)flexible)side)chains,)proteins)that)have)an)induced)fit)with)a)ligand,)bound)water)molecules)or)protonation)sites)in)the)protein.)It)is)clear)that)this)method)can)often)overlook)key)factors)in)the)binding)process.103,)106)
It) may) be) possible) to) overcome) some) of) these) limitations,) notably) the) lack) of) a) sufficient) quality)protein) model,) by) focusing) instead) on) the) ligands.) Several) studies) have) in) fact) shown) that) using)structural)information)on)a)bioactive)ligand)is)as)useful)as)using)structural)information)on)the)target)molecule,)but)with)several)advantages.107,)108)
As)many)of)the)partner)proteins)of)p97)are)all)known)to)bind)via)the)previously)described)S3/S4)loop,)this)provides)an)obvious)candidate)for)a)scaffold)on)which)to)base)the)ligand)screen.)A)wide)range)of)ligand9based) screening) methods) are) available.) Their) degree) of) sophistication) and) consequent)computational) cost) depend) on) the) type) of) structural) information) being) used.) All) of) these)methods,)however,) rely) on) the) principle) that) similar) molecules) will) have) similar) properties.106) This) includes)measures)of)compound)similarity)such)as)pharmacophore)searching,)which)looks)at) features)such)as)aromatic,) hydrophobic) and) charged) groups) as) well) as) Hydrogen9bond) donors) and) acceptors.) Such)compound)similarity)methods)are,)by)definition,)looking)for)similar)structures)to)the)starting)molecule.)Consequently)they)are)restricted)in)their)ability)to)find)truly)novel)series.105))
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2.3.2. Molecular!field!Scanning!An) alternative) method) compares) the) similarity) of) molecules) using) molecular) fields.105) These) fields)describe) the)more) general) physical) properties) of) a)molecule) in) its) bioactive) conformation.) This) is) a)clear) advantage) over) simple) structural) comparisons) and) takes) in) to) account) the) fact) that)molecules)with)very)different)structures)can)bind)to)the)same)site)and)elicit)the)same)biological)response.)Using)this)method,)different) compounds)binding)at) the) same)active) site) should)have) similar) fields) in) their)respective)bound) conformations) irrespective)of) their) basic) structures.) It) could)be) argued,) therefore,)that)a)molecular) field)model)encodes) the)key)binding) information.)Consequently)once)a)model)of)an)active)compound)or)structure)in)its)bound)conformation)has)had)its)molecular)field)calculated,)this)can)be) used) as) a) template) to)which) diverse) libraries) of)molecules) can) be) aligned.) Cresset’s) approach) to)molecular) field)scanning)uses) four)separate) fields:)positive)and)negative)electrostatic,)van)der)Waals)attractive)and)hydrophobic.93,)105)
)
)Figure)2.4:)Schematic)of)molecular)field)scanning.)Steps)in)the)conversion)of)a)three)dimensional)model)of)a)ligand)in)its)bioactive)conformation)into)a)field)template)are)labelled.)Red)denotes)positive)electrostatic)filed)points,)blue)denotes)negative)electrostatic)filed)points,)yellow)denotes)van)der)Waals)attractive)points)and)orange)denotes)hydrophobic)points.)Taken)from)Cheeseright)et)al105)
Once)these)fields)are)mapped)to)the)bioactive)ligand,)similarity)calculations)are)performed.)Molecules)within)a)database)have)their)own)molecular)field)calculated)and)the)similarity)calculations)are)taken)over)a)range)of)conformations,)usually)around)100.)The)highest)similarity) from)the)conformations) is)then) taken) and) this) is) used) as) the) intermolecular) similarity) score.) A) standard) screen) will) tend) to)compare)approximately)3)million)compounds)with)the)template)molecular)field)and)will)usually)return)a)useful)list)of)20091000)compounds)with)sufficient)similarity.)
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2.3.3. Screening!Molecules!to!Mimic!the!S3/S4!Loop!Such)a)screen)was)performed)using)the)crystal)structure)of)the)S3/S4)loop)in)its)bound)conformation)as) the)molecular) field) template.) This)work)was) done) in) collaboration)with) Dr.) Caroline) Low) at) the)Imperial)Drug)Discovery)Centre.)An) initial) virtual) screen)of) several)million) commercially) available) small)molecules) returned) a) list) of)350)hits.)The)program)then)passed)the)results)through)a)filter)that)removes)compounds)that)break)the)Lipinski)rule)of)five.)This)provided)a)candidate)list)of)154)compounds.)+The)most) common) false) positives) found) in)modelling) screens) are) compounds)which) are) chemically)active) towards) proteins.109) Compounds) with) such) reactive) groups) were) therefore) removed) by)inspection.)This)included)Michael)acceptors,)aliphatic)esters,)and)alpha9halocarbonyl)compounds.)This)reduced)the)candidate)list)from)154)to)150.)To)determine)which)of)the)final)candidates)are)to)be)purchased)and)tested,)several)stages)of)selection)were)used)based)of) the)concept)of) “lead) likeness”) to) reduce)attrition)of) candidates)at) later)stages)of)optimisation)and)testing.110,)111)This)is)done)by)restricting)some)of)the)key)properties)and)reducing)the)complexity)of)the)compounds)in)the)library.)This)provides)flexibility)to)build)out)of)the)central)core)of)the)molecule) in) the) optimisation) stages) without) passing) known) restrictions) on) the) physiochemical)properties)of)known)drugs)such)as)Lipinski’s)rules.110,)111)In)general)compounds)with)a)lighter)mass)or)fewer)heavy)atoms)are)thought)to)have)a)lower)attrition)rate) in)development)as) they)have)a)more) flexible)base) to)work)with)before)properties)grow)beyond)that) useful) for) active) drugs.) This) must,) however,) be) compared) against) the) potential) activity) found)within) a) drug) to) find) a) compromise) between) leaving) room) for) growth) and) early) potential.) As) such)ligand)efficiency,)which)is)the)mass)over)the)predicted)affinity,)has)emerged)as)an)important)metric)in)the)search)for)lead)compounds.112,)113)Predicted) binding) affinity) is) unknown) for) the) compounds) thus) far.) The) compounds) are) therefore)ranked)by)their)similarity)to)the)scaffold.)As)all)the)compounds’)similarities)are)within)the)error)range)of) the)method)used) to)calculate) them)they)cannot)be) reasonably) ranked) for)potential)affinity)at) this)point.)Consequently)the)absolute)mass)was)used)as)a)surrogate)for)ligand)affinity)and)was)restricted)to)less)than)460)Da.110)Poor)solubility)and)permeability)are)two)of)the) leading)factors)of)attrition)in)the) later)stages)of)drug)development.)Furthermore,)whilst)increasing)lipophilicity)tends)to)increase)protein)binding,)if)too)high)there)is)a)chance)the)compound)will)bind)to)multiple)targets)resulting)in)high)toxicity)as)well)as)having)poor) solubility) and) metabolic) clearance.) Consequently) lipophilicity) is) another) important) factor) to)control.)As) lipophilicity) tends) to) increase)dramatically)with)drug)development) and) size110,) an)upper)limit) must) be) set) that) leaves) room) for) growth) of) lipophilicity) with) drug) optimisation.) The) clogP)(calculated)logP),)which)is)associated)with)lipophilicity)was)restricted)to)a)maximum)of)4.2.110)
Chapter(2.(Inhibitor(Design(and(Synthesis(
34(
A)final)filter)was)applied)to)the)polar)surface)area)(PSA).)This)is)defined)as)the)sum)of)the)area)of)all)polar)atoms)(most)commonly)oxygen)and)nitrogen))including)the)attached)hydrogens.)This)is)distinct)from,)but)related)to,)the)clogP.)This)was)restricted)to)120)Å2.114)These)three)restrictions)on)molecular)properties)reduced)the)final)hit)list)from)150)to)69.)From)this)list)compounds) were) ranked) by) their) masses,) giving) the) lighter) and) thus) more) efficient) compounds) a)greater)ranking,)and)progressively)ordered)for)testing.)
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Chapter!3. Assay!Development!Quantitative,) in( vitro) analysis) of) protein–protein) binding) is) key) to) the) development) of) effective)inhibitors) of) p97) by) enabling) the) measurement) of) compound) efficacy.) Such) an) assay) may) also) be)helpful) in) aiding) the) understanding) of) the) complex) biochemical) pathways) involved) by) providing)information)on)p97’s)binding)partners)as)well)as)the)nature)and)strength)of) the) interaction)between)them.115)There) are) many) experimental) techniques) reported) in) the) literature) to) measure) protein9protein)interactions) of) which) a) subset)may) be) used) as) assays) to) determine) the) effects) of) inhibitors) on) the)protein9protein)interaction.)These)have)been)outlined)in)chapter)1.3.)Ultimately)several)assays)were)performed)in)order)to)determine)which)would)be)the)most)appropriate)assay)to)find)inhibitors)for)the)p979p47)interaction.))
3.1. Preliminary!Assay!Designs!
3.1.1. Protein!Preparation!To) perform) in( vitro) assays,) the) N9domain) of) p97) and) the) UBX) domain) of) p47)were) prepared) from)established)methods.102,)116)Full9length) constructs)were) avoided) as) both) full9length) p97) and) p47) have) a) number) of) undesirable)properties.) First) and) foremost,) they) are) difficult) to) prepare) in) reasonable) quantities) and) show) low)stability) in) solution.) This) complicates) the) development,) running) and) interpretation) of) inhibition)assays.) Furthermore,) they) are) too) large) to) analyse)by)NMR,)do)not) crystallize)well) and) the)multiple)binding) sites) (between) p97) monomers) as) well) as) p97) and) it’s) partner) proteins)) complicate) ITC)analysis.117)An) alternative) is) the) p97ND1) construct,)which) comprises) residues) 19458.) This) construct) has) better)properties) for) crystallization) and) has) been) used) for) crystallization) screens) with) various) proteins)containing)UBX)domains.4,)7)However,)p97ND1)still) forms)a) stable)hexamer)which) is)problematic) for)assay)development)as)well)as)NMR)analysis.)The)p97N)construct)comprising)residues)19213)has)an)assigned)NMR)spectrum118)and)has)been)used)previously)in)p97)binding)studies.)This)is)therefore)the)most)appropriate)construct)to)use)at)this)stage.)The) p47) UBX) construct,) comprising) residues) 2449370,) has) previously) been) used) in) NMR) and) ITC)binding) studies.) The) construct) boundaries) were) initially) chosen) by) homology) with) UBX) domains)whose)structures)had)already)been)solved.)Synthetic) DNA) was) acquired) from) Dr.) Patrik) Kloppsteck) of) the) Imperial) College) Synthetic) Biology)Department.)Details)are)given)in)Table)3.1.117))
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Protein) Organism) Residues) Vector) Antibiotic)Resistance) Tag) Tag)Location)p97)N9domain) Mus(musculus) 19213) pProEx) Ampicillin) His6) N9terminus)p47)UBX)domain) Rattus(norvegicus) 2449370) pProEx) Ampicillin) His6) N9terminus)Table)3.1:)Initial)p97)N9domain)and)p47)UBX)domain)constructs)used)for)NMR)binding)studies.))Transformed)BL21)E.(coli)were)grown)at)37)°C) for)several)hours)before)overexpression)overnight)at)25)°C) using) auto9induction) (detailed) in) section) 7.4).) This) appears) to) give) high) yields) of) protein:)approximately)20)mg)per) litre)of)2X)YT)culture)medium.)This) is)significantly)more) than)was)yielded)using)IPTG)induction)(data)not)shown).)Products)were)purified)using)Ni9affinity)chromatography)to)remove)the)bulk)of)impurities)within)the)sample.) A) second) purification) by) size) exclusion) chromatography) was) then) used) to) remove) further)impurities) as) well) as) his9tagged) yet) truncated) p97) or) p47.) The) products) were) identified) and) their)purity)assessed)using)SDS9PAGE.))Both)purified)domains)appear)to)be)highly)soluble)and)can)be)concentrated)to)over)80)mg/ml)without)signs)of)aggregation)during)gel)filtration.)In)this)construct,)however,)it)has)been)observed)that)whilst)the) core) domain) is) stable) for) several) weeks) at) 4) °C,) signs) of) degradation) can) often) be) seen) at) the)termini) during) gel) filtration.) As) the) first) 18)N9terminal) residues) of) this) construct) are) disordered) in)crystal) structures) and) it) is) at) least) 20) residues) longer) on) the) C9terminus) than) the) actual) domain)boundaries)these)flexible)parts)may)be)labile.4,)5,)6,)7))) )
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)Figure)3.1:)Purification)of)p97)N9domain)construct.)Chromatograms)and)fractions)analysed)by)SDS9PAGE)are)shown)for)the)two)purification)steps.)Each)5)ml)fraction)is)labeled)by)initial)elution)volume,)the)bands)in)a)Life)Technologies)Mark12)standard)give)the)approximate)molecular)weight)and)bands)corresponding)to)p97)N9domain)are)labeled.)(A))Ni2+9HisTrap)column)elution:)A)strong)band)can)be)seen)at)the)expected)molecular)weight)of)the)p97)N9domain)construct)(B))Gel9filtration)elution)using)a)Superdex75)column:)A)narrow,)symmetric)peak)can)be)seen)at)approximately)75)ml.)SDS9PAGE)confirms)this)is)p97)N9domain,)however,)several)lower)molecular)weight)contaminants)can)be)seen.)This)possibly)corresponds)to)p97)N9domain)that)has)lost)the)flexible)amino)acids)in)the)construct)that)are)outside)the)N9terminal)domain)boundaries.)) !
Chapter(3.(Assay(Development(
38(
)Figure)3.2:)Purification)of)p47)UBX)domain)construct.)Chromatograms)and)fractions)analysed)by)SDS9PAGE)are)shown)for)the)two)purification)steps.)Each)5)ml)fraction)is)labeled)by)initial)elution)volume,)the)bands)in)a)Life)Technologies)Mark12)standard)give)the)approximate)molecular)weight)and)bands)corresponding)to)p47)UBX)domain)are)labeled.)(A))Ni2+9HisTrap)column)elution:)A)strong)band)can)be)seen)at)the)expected)molecular)weight)of)the)p47)UBX)domain)construct.)(B))Gel9filtration)elution)using)a)Superdex75)column:)A)narrow,)symmetric)peak)can)be)seen)at)approximately)100)ml.)Whilst)the)SDS9PAGE)confirms)this)is)p47)UBX)domain,)it)also)shows)the)presence)of)a)small)number)of)contaminants.)) !
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3.1.2. Differential!Scanning!Fluorimetry!A) trial) assay) using) Differential) Scanning) Fluorimetry) (DSF)) was) initially) run.) This) is) based) of) the)phenomenon)that)upon)the)binding)of)a)ligand)to)a)protein)there)is)a)stabilisation)of)the)protein,)and)thus)an)increase)in)the)melting)temperature)proportional)to)both)the)concentration)of)the)ligand)and)the)binding)affinity.119)By)using)a)dye)with)an)affinity)for)hydrophobic)patches,)which)are)exposed)as)the) protein) unfolds) upon) heating,) the) unfolding) of) the) protein) can) be) observed) as) an) increase) in)fluorescence.)Consequently,)a)graph)of)fluorescence)as)a)function)of)temperature)can)be)plotted.)These)curves)tend)to)take)the)form)of)a)sigmoid)where)the)point)of)inflection)is)approximately)when)50%)of)the) protein) has) unfolded.) It) is) at) this) point) that) the) temperature) is) considered) to) be) the) melting)temperature,)Tm.119)A)positive) shift) in) this)midpoint)upon)addition)of) a) ligand) is)proportional) to) the)binding) affinity) (Figure) 3.3).) DSF) is) therefore) a) quick,) cheap) and) rapid)method) for) the) detection) of)these)ligand)interactions.119,)120))
)Figure)3.3:)Differential)scanning)fluorimetry.)(A))Heating)a)protein)in)the)presence)of)a)DSF)dye)such)as)SYPRO®)orange)will)give)a)sigmoidal)graph)when)plotting)fluorescence)against)temperature.)The)point)of)inflection)is)considered)the)melting)point.)(B))Upon)addition)of)a)ligand)which)binds)to)the)protein,)a)stabilization)effect)is)conferred)to)both)the)protein)and)the)ligand.)This)results)in)an)increase)in)the)melting)temperature)and)thus)a)change)in)the)point)of)inflection)proportional)to)the)binding)affinity.)))Whilst)protein)folding)in)many)cases)is)not)a)reversible)equilibrium,)assuming)equilibrium)conditions)allows) one) to) estimate) protein) stability) with) reasonable) accuracy.) We) should,) however,) be) careful)when)interpreting)the)thermodynamics)to)determine)binding)affinity.)A)given)temperature)shift,)ΔTm,)may)not)be)unique)to)a)given)binding)affinity)as)any)biding)affinity)will)have)a)enthalpic)component,)which)is)accounted)for)in)this)assay,)and)an)entropic)component,)which)is)not.)Competing)effects)may)also) confound) interpretation) of) the) results.) For) example) a) compound) binding) strongly) and)enthalpically)to)the)native)state)may)be)obfuscated)by)a)compound)binding)entropically)and)weakly)to)the) denatured) state.) It) is) possible,) however,) to) rank) compounds) by) affinity) if) they) share) common)physiochemical)properties.120)This)assay)used)a)standard)969well)assay)plate)format.)39)µL)of)protein)solution,)1)µL)SYPRO®)Orange)dye) and,)when) used,) 1)µL) of) 40×) concentrated) ligand) solution)was) added) to) each)well) of) the) assay)
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plate.)This)plate)was)then)inserted)into)a)qPCR)machine)and)a)fluorescence)spectrum)recorded)whilst)increasing)the)temperature)from)25)°C)to)95)°C)over)half)an)hour.119))Preliminary)tests)with)this)assay)showed)no)repeatable)positive)shift)in)the)melting)temperature)(ΔTm))upon)addition)of)peptides)P.1.1)to)P.1.8.)The)data,)however,)were)considered)unreliable)as)there)was)also)no)repeatable)shift) in)the)melting)temperature)for)the)positive)control.)As)p47)UBX)domain)was)used) as) the) positive) control,) it) is) possible) that) it) may) have) unfolded) at) a) lower) temperature) than)p97)N9domain,)thus)failing)to)confer)stabilisation.)Whilst)this)may)be)the)case,)in)the)absence)of)a)valid)positive)control)one)cannot)dismiss)the)possibility)that)a)negative)result)for)biding)constitutes)a)false)negative.)Furthermore,)the)results)were)found)to)be)difficult)to)reproduce)leading)to)a)large)margin)of)error.)Consequently,)this)assay)was)discarded.102)
3.1.3. Heteronuclear!Single!Quantum!Coherence8NMR! !A) second) trial) assay)was) performed) using) NMR) spectroscopy.) NMR)may) be) used) to) identify) ligand)binding)and)determine)dissociation)constants)by)observing)the)effects)of)ligand9protein)binding)on)the)chemical)shifts)of)peaks)in)an)NMR)spectrum)of)a)protein.121)NMR) spectra) of) proteins) often) exhibit) significant) spectral) overlap) due) to) a) multitude) of) signals.))Consequently,) two9dimensional) nuclear) magnetic) resonance) spectroscopy) (2D) NMR)) is) commonly)used)as)it)gives)data)as)a)two)dimensional)contour)plot.)This)can)simplify)the)resolution)of)individual)resonances.))The)most) appropriate) NMR) experiment) to) use) in) this) context) is) 2D9Heteronuclear) Single) Quantum)Coherence) NMR) (HSQC9NMR).) This) is) a) form) of) NMR) experiment) which) gives) a) two9dimensional)spectrum)correlating)1H)and)a)heteronucleus,)most)often)15N.88)As)every)amino)acid)within)a)protein)contains)an)amide)proton)bound)directly)to)a)nitrogen)atom)in)the)peptide)bond,)we)can)observe)these)residues,)with)the)exception)of)proline,)as)individual)cross)peaks)in)HSQC)spectrum)of)a)15N)enriched)protein.) In) folded) proteins) these) signals) are) distant) enough) from) each) other) to) be) resolved) and)assigned.88,)89)To)detect)ligand)interactions)with)p97,)compounds)may)be)dissolved)in)a)buffer)solution)and)titrated)into)the)buffered)solution)of)15N)enriched)p97)N9domain.)Interaction)between)the)titrant)and)p97)will)result) in)a) shift) in)peaks)of) the)HSQC9NMR)experiment.)The)degree) to)which) these) signals) shift) as)a)function)of)the)titrant)concentration)can)be)used)to)determine)the)binding)affinity)of)the)ligand.90)As)there)is)an)assigned)HSQC)spectrum)for)this)construct)of)p97)N9domain,)it)may)also)be)possible)to)determine)approximately)where)the)ligand)is)binding)as)the)chemical)shift)changes)are)often)greatest)for)amino)acids)close) to) the)binding)site.)These)assignments)are,)however,)provisional)as) shifts)may)occur) elsewhere) in) the) protein) as) a) result) of) conformational) change) in) response) to) a) distal) binding)event.88,)89)
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3.1.3.1. 15N!Enriched!Protein!Preparation!An) 15N) HSQC) experiment) requires) 15N9enriched) protein) prepared) by) recombinant) expression.88) To)prepare) 15N) labelled) p97) N9domain,) BL21) cultures) were) grown) and) expressed) in) minimal) media)containing)15N9ammonium)chloride)as)the)only)nitrogen)source.122)These)cultures)were)then)induced)using)IPTG)in)the)mid9log)phase)of)growth)(detailed)in)7.4.4).)Due) to) the)minimal)media) containing) very) few)nutrients) for) growth,)much) poorer) yields) of) protein)were) prepared;) approximately) 1.5) mg) per) litre) of) culture) solution.) Several) expression) test) were)performed) and) it) was) determined) that) supplementing) the) media) with) FeSO4) increased) the)approximate)yield)to)5.0)mg)per)litre)of)culture)by)providing)an)essential)iron)source)not)found)in)the)original)minimal)media)(data)not)shown).123)The) purified) by) Ni9affinity) chromatography) and) the) products) identified) and) purity) assessed) using)SDS9PAGE.)) )
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)Figure)3.4:)Purification)of)15N)labelled)p97)N9domain)construct.)Chromatograms)and)fractions)analysed)by)SDS9PAGE)are)shown)for)the)two)purification)steps.)Each)5)ml)fraction)is)labeled)by)initial)elution)volume,)the)bands)in)a)Life)Technologies)Mark12)standard)give)the)approximate)molecular)weight)and)bands)corresponding)to)15N)labelled)p97)N9domain)are)labeled.)Gaps)in)the)SDS9gels)correspond)to)the)removal)of)redundant)wells)in)the)resultant)image.)(A))Ni2+9HisTrap)column)elution:)A)strong)band)can)be)seen)at)the)expected)molecular)weight)of)the)15N)labelled)p97)N9domain)construct)(B))Gel9filtration)elution)using)a)Superdex75)column:)A)narrow,)symmetric)peak)can)be)seen)at)approximately)78)ml.)SDS9PAGE)confirms)this)is)p97)N9domain.)As)expected,)traces)and)gels)appear)to)be)similar)to)unlabeled)p97)N9domain.)There)is,)however,)a)much)lower)concentration.)) )
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Samples)of)15N)labelled)p97)N9domain)were)prepared)and)reduced)to)a)volume)of)approximately)0.5)mL.)These)were) then)dialysed) into)an) identical)assay)buffer)(Buffer)solutions)are)outlined) in)section)7.5.1))and)final)concentrations)determined)by)Nanodrop.)50)µL)of)D2O)was)then)added)to)each)sample)as)an)internal)reference)for)the)NMR)spectrometer)and)final)concentrations)were)calculated.)Unlabelled)p47)UBX)domain)was)prepared)as)described)before)and)dialysed)into)the)same)buffer.)This)was)used) as) a) positive) control) as) it) is) known) to)bind) to)p97)N9domain) and) thus)would)perturb) the)signal) in) the)HSQC)spectrum)without) itself) giving)a) signal.)Additionally,)peptides)P.1.1) to)P.1.4)were)accurately)weighed)and)dissolved)in)the)same)buffer.))
3.1.3.2. Preliminary!Results!All)HSQC)experiments)were)performed) in) collaboration)with)Dr.)Yingqi)Xu,) Imperial)College)London)(UK).)For) each) experiment,) an) initial) NMR) spectrum) of) p97) N9domain) in) the) absence) of) a) ligand) was)performed.)Ligands)were)then)titrated)into)the)solution)over)a)range)of)concentrations.))During)many)of)the)titrations,)a)white)precipitate)was)seen)to)collect)at)the)bottom)of)the)NMR)tube.)This) has) been) previously) observed) and) attributed) to) a) small,) labile) sequence) of) amino) acids) at) the)C9terminus) of) the) p97) N9domain) construct) cleaving) and) aggregating) in) the) tube.) This) occurs) in) a)different)region)to)a)non9active)part)of)the)protein)and)thus)should)not)affect)the)interpretation)of)the)HSQC9titration)results.117)On) addition) of) p47)UBX)domain,) the) positive) control,) definite) shifts) in) the) cross) peaks) of) the)HSQC)spectrum) are) observed.) Closer) analysis) shows) that) the) magnitude) of) the) peak) shifts) positively)correlates)with)increasing)ligand)concentration)until)saturation)occurs.)The)peaks)are)also)observed)to)shift)gradually) implying) that)binding) is)occurring) faster) than,)or)equal) to,) the) timescale)of) the)HSQC)experiment,)giving)a)superposition)both)states)until)the)p97)N9domain)is)fully)saturated)with)p47)UBX)domain.90)Binding)on)a)slower)timescale)than)that)of)the)NMR)experiment)would)have)been)implied)by)one)set)of)peaks)disappearing)and)another)set)arising)upon)increasing)concentration)of)ligand.)This)is)not)what)we)observe.90)On)addition)of)the)ligand)P.1.2,)p97)N9domain)appeared)to)precipitate)in)the)NMR)tube)and)with)each)subsequent) titration,) the) signal) appeared) to) get) weaker.) Following) the) titration,) the) solution) was)centrifuged)and)the)pellet)removed.)A)subsequent)NMR)of)the)supernatant)showed)very)low)levels)of)p97)N9domain.)Neither)p97)nor)the)peptide)could)be)recovered)from)the)pellet.)It)is)unlikely)that)this)is)due)to)a)pH)difference)in)the)buffers)or)salt)concentrations)as)all)the)buffers)used)were)identical.)It’s)therefore)possible)the)peptide)is)responsible)for)the)aggregation)of)the)protein.)Whilst)no)meaningful)shifts)are)observed)in)the)spectra)of)P.1.3)and)P.1.4,)the)results)from)the)titration)of)P.1.1)display)definite)if)more)subtle)shifts)in)several)of)the)cross)peaks)(Figure)3.5).)Fast)binding)also)appears)to)be)evident)as)the)peaks)are)observed)to)move)gradually)upon)each)titration)of)ligand.)
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 Figure)3.5:))HSQC)NMR)spectrum)of)p97)N9domain.)Data)were)collected)over)16)scans)on)a)Bruker)Avance)III)600)MHz)spectrometer.)An)example)of)peak)shifting)upon)titration)of)P.1.1)into)p97)N9domain)is)highlighted.)The)ratios)refer)to)the)stoichiometry)of)the)added)ligand)(p97)N:P.1.1).))A)previously)assigned)HSQC)spectrum)of) the)p97)N9domain) construct)was)used) to)determine)which)cross9peaks) in) these) spectra) correspond) to) the) amino) acids) in) the) construct.) The) equation)([(Δδ15Nppm/6.51)2) +) (Δδ1Hppm)2]0.5)) was) then) used) to) calculate) the) average) chemical) shift) of) each)amino)acid.124)These)data)were)then)plotted)as)a)function)of)the)amino)acid)sequence)(Figure)3.6).))
)Figure)3.6:)Combined)1H)and)15N)chemical)shift)perturbations)on)addition)of)ligands)in)HSQC9NMR.)The)combined)chemical)shift)perturbations)calculated)by)the)equation)([(Δδ15Nppm/6.51)2)+)(Δδ1Hppm)2]0.5))are)plotted)as)a)function)of)the)p97)amino)acid)sequence)for)the)titrants)p47)N9domain)and)P.1.1.124)
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To)visualise)where)the)most)significant)shifts)are)located,)the)chemical)shift)changes)were)plotted)on)a)model)of)the)protein.)(Figure)3.7).)
)Titration) of) p47) UBX) domain) results) in) a) large) number) of) shifts) throughout) the) p97) N9domain)construct.) This) is) likely) due) to) a) conformational) change) in) the) protein) upon) binding)with) p47)UBX)domain.) The) flexibility) in) the) construct) is) expected) as) the) functions) of) p97) rely) on) its) ability) to)mechanically) push) through) adaptors) and) apply) force) to) substrates.88) Magnetic) effects) translating)through)the)protein)are)another)possible)cause.)Chemical)shift)changes)upon)the)titration)of)the)ligand)P.1.1)are)more)limited)in)scale)and)magnitude.)This)is)possibly)due)to)P.1.1)being)significantly)smaller)than)the)p97)N9domain)construct)with)which)it)binds)resulting)in)a)lesser)perturbation)of)the)shifts.)Once)again,)chemical)shift)changes)are)observed)throughout) the)protein.)Whilst) this) is) again) likely)due) to) conformational) changes)or)magnetic) effect)translating)through)the)protein,)these)factors)are)difficult)to)predict.)Consequently)we)cannot)rule)out)the)possibility)that)the)peptide)is)interacting)through)non9specific)binding.125)Two)of)the)largest)changes)in)chemical)shift)upon)binding)of)P.1.1)are)found)in)Tyr138)labelled)orange)in)Figure)3.7b)and)Phe139)labelled)red)in)Figure)3.7b.)These)two)amino)acids)are)adjacent)to)the)two)p97N)subdomains)between)which)the)ligand)is)expected)to)bind,)and)in)which)the)native)S3/S4)loop)inserts:)p97)Nn)and)p97)Nc.4)
)A) )B)
Figure)3.7:)Ribbon)representation)of)p97)N9domain)and)bound)ligands.)(A))p47)UBX)domain)(green),)(B))P.1.1)(Ball)and)stick)representation).)Amino)acids)are)labelled)based)on)chemical)shift)perturbation.)Brown)=)Δδ)>)0.08,)Red)=)Δδ)>)0.06)ppm,)Orange)Δδ)>)0.04)ppm,)Yellow)Δδ)>)0.02)ppm,)Blue)0.02)>)Δδ)>)0.00.))
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If)this)is)the)case,)it)is)possible)that)an)aromatic)ring)on)a)phenylalanine)residue)in)the)ligand)is)in)close)proximity) to) Phe139) in) p97.) Magnetic) effects) caused) by) precession) of) electrons) in) the) phenyl) ring)would) cause) a) perturbation) in) the) chemical) shift) of) near) by) amino) acids.) These) effects) are) often)substantial)and)can)occur)over)relatively) large)distances.) It) is)possible) that)ring)current)effects) from)phenylalanine)in)P.1.1)have)caused)the)shift)in)the)signal)(Figure)3.8B).88))
 
A 
 
B Figure)3.8:)Magnetic)effects)of)ring)currents)in)protein)HSQC9NMR.)(A))Measured)distance)between)Tyr138)(orange))and)(Phe139))in)p97)and)the)phenylalanine)residue)in)P.1.1.)Numbers)above)the)dashed)lines)are)the)distance)in)angstroms.)(B))This)graph)displays)how)chemical)shift)perturbation)(displayed)as)contour)lines)on)the)graph))is)effected)by)distance.)Here)the)shift)is)positive)and)thus)the)shift)is)in)the)plane)of)the)ring.)This)is)displayed)in)the)x9axis)of)the)graph.)The)Y)axis)shows)how)chemical)shifts)are)affected)when)a)species)is)held)out)of)the)plane)of)the)ring.88))If) this) is) the)case,) it)would)be)consistent)with)the) ligand)design)and)suggest) that) the)peptide)P.1.1) is)binding)to)p97)N9domain,)and)that)the)binding)is)specific)to)the)intended)binding)site.)This)is,)however,)difficult)to)determine)with)certainty.)A)competitive)binding)assay)may)give)more)conclusive)results.)) )
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3.1.3.3. Binding!Curves!))
!Figure)3.9:)Chemical)shift)change)for)Tyr138)upon)Titration)of)p47)UBX)into)p97)N9domain)at)310)µM.)The)solid)line)represents)what)might)be)expected)from)a)titration)where)the)concentration)of)the)titrant)and)titrand)are)significantly)higher)than)the)binding)affinity)of)the)molecule.)))The)titration)of)p47)UBX)domain)into)p97)N9domain)appears)not)to)form)a)smooth)saturation)binding)curve.) This) is)most) likely) due) to) the) concentrations) used) in) the) assay.) In) order) to) acquire) an)HSQC)spectrum) from) an) NMR) spectrometer,) within) a) reasonable) period) of) time,) the) concentration) of) the)proteins)needs)to)be)very)high)(ca.)mM)concentrations).)The)reported)affinity)for)p979p47)binding)is)approximately)0.5)µM)whereas)the)titrations)are)performed)at)millimolar)concentrations.)This)results)in)a)simple)titration)where)every)molecule)of)p47)binds)to)a)molecule)of)p97)when)it)is)added)to)the)solution) as) the) concentration) of) the) titrant) is) far) over) the) dissociation) constant.) This) gives) a) linear)response) in)the)graph.)This)occurs)up)to)the)point)that)a)1:1)ratio)of)p97)and)p47)is)reached,) in)this)case) at) 310)µM.) At) this) point) saturation) occurs) and) the) graph) flattens) out.) ) In) order) to)measure) a)smoother)saturation)binding)curve,)much)lower)concentrations)would)need)to)be)used,)however)this)would)require)much)longer)scanning)times.)) )
Chapter(3.(Assay(Development(
48(
)
))Figure)3.10:)Chemical)shift)change)for)Glu80)upon)titration)of)P.1.1)into)p97)N9domain)at)280)µM.)The)solid)line)represents)what)might)be)expected)from)a)titration)where)the)binding)affinity)of)the)peptide)is)higher)than)the)concentration)used)in)the)assay))It)was) not) possible) to) fit) an) unambiguous) binding) curve) to) this) graph) as) it’s) likely) that) the) binding)affinity) of) the) peptide) is) higher) than) the) concentration) used) in) the) assay.) Consequently) a) linear)dependence) is)seen)and)much)higher)concentrations)would)have)been)needed)to)saturate)the)signal.)Due) to) limitations) in) peptide) preparation,) no)more) peptide) was) available) at) the) time.) This) further)highlights)the)need)for)a)more)sensitive)assay)that)can)be)run)at)much)smaller)concentrations.)
3.1.3.4. Conclusion!Preliminary)Heteronuclear)Single)Quantum)Coherence)NMR)(HSQC9NMR))studies)have)demonstrated)a)robust)assay)providing)a)large)quantity)of)data.)This)method,)however,)suffers)from)low9throughput.)To)scan)each)compound,)several)miligrams)of)15N)enriched)protein)must)be)prepared)which)may)take)several)days) and)each) set)of) titrations) for) a) single) compound)may) take) several)hours.) Furthermore,)such)high)concentrations)often)result)in)limitations)in)the)interpretation)of)the)results.)A) higher) throughput) option)which) uses) far) smaller) quantities) of) both) protein) and) ligand) is) clearly)desired.)) )
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3.2. A!Förster!Resonance!Energy!Transfer!(FRET)!Based!Assay!
3.2.1. FRET!Background!Förster) resonance) energy) transfer) (FRET)) refers) to) a) type)of)non9radiative) energy) transfer) that) can)occur)between)two)fluorescent)molecules:)a)donor)and)an)acceptor.)The)donor)is)the)fluorophore)that)is) initially) electronically) excited,) in) this) case) through) the) absorption) of) a) certain) frequency) of) light.)Ordinarily)this)exited)state)would)decay)back)to)the)ground)state)and)emit)a)photon,)however)under)certain) conditions) it) may) transfer) its) energy) to) the) acceptor) fluorophore) through)nonradiative)dipole9dipole) coupling) (Figure) 3.11A).) The) transfer) of) energy) results) in) a) measurable)increase)in)the)acceptor’s)emission)intensity)as)well)as)a)decrease)in)the)donor’s)fluorescence)intensity)and)excited)state) lifetime.)A)pair)of) fluorophores) that) interact) in)such)a)manner)are)referred) to)as)a)donor/acceptor)pair.126,)127)For) two) fluorophores) to) be) a) donor/acceptor) pair,) the) donor) must) have) an) emission) band) which)overlaps)with)the)absorption)band)of)the)acceptor)(Figure)3.11B))The)degree)to)which)they)overlap)is)referred)to)as)the)spectral)overlap)integral)(J).)))
)
)Figure)3.11:)Förster)Resonance)Energy)Transfer)(FRET).)(A))Jablonski)Diagram)illustrating)the)process)of)FRET.)Upon)excitation,)the)electrons)in)the)donor)enter)an)excited)state)(S1).)These)quickly)relax)to)the)lowest)excited)singlet)state.)When)FRET)conditions)are)met,)decay)as)donor)fluorescence)and)energy)transfer)to)the)acceptor)will)compete)for)the)decay)of)excitation)energy.)During)FRET)the)energy)is)transferred)to)the)acceptor)molecule)through)dipole9dipole)coupling)whose)electrons)in)turn)become)excited.)The)subsequent)return)to)the)ground)state)(S0))emits)a)photon.)(B))Absorption)and)fluorescence)spectra)of)cyan)fluorescent)protein)(CFP))and)yellow)fluorescent)protein)(YFP).)The)green)highlighted)area)is)the)spectral)overlap)between)the)emission)spectrum)of)donor)and)absorption)spectrum)of)acceptor.)
Chapter(3.(Assay(Development(
50(
Assuming) that) the)donor/acceptor)pair) is) compatible,) the)most) significant) factor) in) the)efficiency)of)FRET) is) the) distance) between) the) two) fluorophores.) It) has) been) shown) that) the) efficiency) of) the)process) (E)) is) inversely) proportional) to) the) sixth) power) of) the) distance) between) the) donor) and)acceptor)(Equation)1).) Equation)1:)E)=)R06/(R06)+)r6)))Where)r) is) the)distance)between) the)donor)and)acceptor)and)R0) is) the)distance)at)which) the)energy)transfer) is) 50%) efficient,) also) known) as) the) Förster) radius.) The)magnitude) of) the) Förster) radius) is)dependent) on) a) number) of) factors,) including:) the) refractive) index) of) the) solution) (n),) fluorescence)quantum)yield)of)the)donor)in)the)absence)of)the)acceptor)(fd),)the)dipole)angular)orientation)of)each)molecule) (k2),) and) the) spectral) overlap) integral) of) the)donor) and) acceptor) (J)) (Equation)2).) Förster)distances)tend)to)range)from)10)to)100)Å.)) Equation)2:)R0)=)9.78)×103)(n94•fd•k2•J)1/6)Å))It)is)clear)that)the)efficiency)of)the)energy)transfer)is)highly)sensitive)to)changes)in)distance)between)the)donor/acceptor)pair)on)angstrom)scales.)Consequently)FRET)is)often)referred)to)as)a)spectroscopic)ruler)and)has)proven)useful)for)studies)of)biological)macromolecules.))If)a)FRET)pair)is)in)a)sufficiently)dilute)solution)and)they)do)not)bind)to)one)another,)on)average)they)will) not) be) within) a) close) enough) radius) for) FRET) to) occur.) Consequently,) if) the) fluorophores) are)bound) to) two)proteins) (known)as)host)proteins))and)FRET)does)occur) in)solution,)we)can) infer) that)binding)is)occurring)between)the)two)host)proteins.)Conversely,) if)no)FRET)is)observed)this)suggests)the)host)proteins)are)not)interacting,)or)are)being)prevented)from)interacting)(Figure)3.12).)The)extent)to)which)a)molecule)can)inhibit)this)binding)can)be)determined)by)titration)experiments)providing)an)ideal)method)for)assaying)inhibitor)activity.128,)129))
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)
3.2.2. FRET!Measurement!The)measurement)of)FRET)can)be)accomplished)in)a)number)of)different)ways.)Photobleaching)FRET)involves)measuring)the)de9quenching)of)the)donor)in)the)same)sample)before)and)after)destroying)the)acceptor) by) photobleaching.) An) increase) in) donor) fluorescence) would) be) observed) if) FRET) was)initially)present)and)this)would)be)proportional)to)the)FRET)efficiency.)This)method)however,)destroys)the)prepared)sample)and)does)not)allow)repeat)measurements)on)the)same)plate.126)FRET)lifetime)measurements)could)also)be)used.)This)is)where)the)fluorescence)lifetime)of)the)donor)is)measured) to)decrease) in) the)presence)of) the)acceptor.)This) is)one)of) the)most) rigorous)methods) for)measuring)FRET)and)gives) far) less)ambiguous)results)with) fewer)artefacts) than)other)methods.)This)method,)however,)requires)expensive)specialised)equipment)to)perform.126)By) far) the)simplest)method) is)sensitised)emission.)This) is)where) the)donor) is)excited)with)a)speciﬁc)wavelength) of) light,) and) the) signal) is)measured) using) emission)ﬁlters) that) correspond) to) the) donor)ﬂuorescence,)the)acceptor)ﬂuorescence)or)both.)FRET)is)observed)as)an)increase)in)fluorescence)from)the)acceptor)or)by)the)decrease)in)fluorescence)from)the)donor.)The)advantage)of)this)assay)format)is)that) it) may) be) run) in) small) sample) volumes) of) low) concentration.) It) is) therefore) amenable) to)parallelisation)on)a)standard)969)or)3849well)fluorescent)plate)reader.)This)gives)us)the)opportunity)to)rapidly)study)the)same)binding)partners)under)varying)conditions,) for)example,)before)and)after) the)addition)of)many)different)potential)drug)candidates)without)acquiring)any)specialist)equipment.126)
)Figure)3.12:)Diagram)of)a)FRET)based)p97)inhibitor)assay.)By)creating)fusions)of)p97)and)p47)with)CFP)and)YFP)we)can)assay)p979p47)binding.)FRET)occurs)with)50%)efficiency)when)the)donor)and)acceptor)pair)are)at)a)distance)known)as)the)Förster)radius.)FRET)efficiency)drops)of)rapidly)at)distances)larger)than)this.)For)CFP)and)YFP)this)is)approximately)50)Å.))In)a)sufficiently)dilute)solution)this)will)only)be)the)case)when)the)two)proteins)are)binding.)Consequently)an)assay)based)of)this)method)will)be)able)to)measure)the)binding)of)p97)and)p47,)or)the)absence)of)binding)in)the)presence)of)an)inhibitor.)
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3.2.3. Application!of!FRET!to!a!p97!Inhibitor!Assay!In)order)for)this)assay)to)be)run,)the)proteins)of)interest)must)be)labeled)with)fluorescent)markers.)It)is)possible)to)label)the)proteins)by)expressing)them)in)fusion)with)yellow)fluorescent)protein)Venus–YFP)(YFP)130) and)enhanced)cyan) fluorescent)protein)ECFP) (CFP)131.)These)are) common)FRET) tags)which)are)known)to)be)non9interacting)and)do)not)inhibit)binding)when)tagged)at)flexible)termini)or)through)a)small,)flexible)linker.132)These)can)be)translationally)added)to)the)terminus)of)a)protein)providing)a)rapid) and) consistent) labeling) method.) The) R0) value) for) the) CFP9YFP) pair) is) approximately) 50) Å.)Consequently,)doubling)the)distance)between)the)donor)and)acceptor)from)r)=R0)to)r)=)2R0)decreases)the)FRET)efficiency)from)50)%)to)1.5)%.)At)distances)greater)than)100)Å)FRET)is)not)observed.)This)makes)them)an)idea)pair)for)studying)the)p979parnter)protein)interactions)in)solution.133)The)most)obvious) candidates) for)host)proteins)are)p97)N9domain)and)p47)UBX)domain.)These)bind)through) the) UBX) domain,) a) well9defined) binding) motif) that) is) known) to) be) shared) amongst) the)majority)of)p97)binding)partners.)Creating)fusion)proteins)of)p97)N9domain)and)p47)UBX)domain)with)CFP)and)YFP)will)provide)an)ideal)FRET)pair)for)use)in)a)p97)inhibitor)screening)assay)(Figure)3.12).)An)additional)advantage)of) this)system) is) that) it) is)possible) to)use) the)absorbance)of) the) fluorescent)probes)to)provide)an)accurate)and)convenient)determination)of)protein)concentration.)This)is)a)value)that) is) often) difficult) to) determine) accurately,) but) is) essential) since) precise) information) on)concentrations)is)a)critical)parameter)in)the)accurate)determination)of)binding)constants.)The)previous)use)of)a)NanoDrop)Spectrophotometer)(Thermo)Scientific)NanoDrop™)1000)Spectrophotometer))has)a)stated)error)of)approximately)5)%,)which)is)clearly)insufficient.)
3.3. Design!of!Truncated!Constructs!Several)constructs)of)both)p97)and)p47)are)reported)in)the)literature,)however)to)enable)the)design)of)effective)FRET)labelled)proteins,)a)series)of)truncated)constructs)were)designed.)Up) until) this) point,) a) p97) construct) comprising) residues) 19213) had) been) used.) As) previously)mentioned,)it)has)been)observed)that)whilst)the)core)domain)is)stable)for)several)weeks)at)4)°C,)signs)of)degradation)can)often)be)seen)at)the)termini)during)gel)filtration.)As)the)first)18)N9terminal)residues)of) this) construct) are) disordered) in) crystal) structures) and) it) is) at) least) 20) residues) longer) on) the) C9terminus)than)the)actual)domain)boundaries,)these)flexible)parts)may)be)labile.4,)5,)6,)7)Consequently,) if)these)termini)are)left)on)prior)to)the)addition)of)the)fluorescent)tags)they)may)cleave)over)time)causing)a) loss)of) fluorescence)giving) inaccurate) results.)A)set)of) truncated)constructs)of)p97)N9domain)were)therefore)designed.)Additionally,) previous) p47) constructs) had) used) residues 2449370.) A) new) set) of) p479UBX) domain)constructs)were)therefore)designed)to)better)reflect)the)UBX)domain)boundaries)of)Rattus(norvegicus)p47,)which)comprises)residues)2869370.)
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In) total,) two) forward) and) two) reverse) primers) were) designed) for) p97) N9domain.) Using) these) in)combination)with)each)other)gave)four)new)p97)constructs.)In)addition,)one)reverse)and)three)forward)primers)were) designed) for) p47)UBX) domain) (detailed) in) section) 7.2.1).) Using) these) in) combination)with)each)other)gave)three)new)p47)constructs)(Table)3.2).)) Name) Construct) Residues)Used)A) p97)N9domain) 19186)B) p97)N9domain) 19195)C) p97)N9domain) 189186)D) p97)N9domain) 189195)E) p47)UBX)domain) 2719370)F) p47)UBX)domain) 2869370)G) p47)UBX)domain) 2959370)Table)3.2:)Truncated)construct)designs)for)p97)N9domain)and)p47)UBX)domain.))
3.4. Cloning,!Expression!and!Protein!Purification!
3.4.1. Cloning!of!p97!N8domain!and!p47!UBX!domain!Constructs!Following)PCR,)digestion)and)ligation)into)pProEx,)ligation)products)were)used)to)transform)XL1)Blue)
E.(Coli.)Several)clonal)colonies)were)numbered)and)picked)from)agar)plates)and)used)to)prepare)larger)quantities) of) DNA) using) a) QIAprep) Spin) Miniprep) Kit) (Qiagen).) Several) replica) plates) were) also)prepared)to)culture)clonal)populations)of)the)colonies)picked)for)analysis.)To)determine)whether)successful)ligations)had)been)performed,)purified)DNA)samples)were)digested)with) BamH1) and) EcoR1) and) the) digestion) products) analysed) by) agarose) gel) electrophoresis) to)determine) if) the) insert)was) present.) If) the) gel) displayed) a) separate) band) at) a) lower)mass) than) the)plasmid) then) this)demonstrates)successful) insertion)of)DNA) inserts.) If)no)band) is)present)at)a) lower)mass,)this)implies)the)plasmid)ligated)with)itself)before)ligation)of)the)insert.)
)Figure)3.13:)Agarose)gel)electrophoresis)analysis)of)truncated)constructs.)The)letter)corresponds)to)the)construct)prepared)above)and)the)number)corresponds)to)the)clonal)colony)picked)for)preparation.)The)upper)set)of)bands)correspond)to)the)digested)plasmid)DNA.)The)lower)bands)correspond)to)the)insert,)if)
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present,)removed)upon)digestion.)))A)sample)of)DNA)from)each)successful) ligation)was)sent) for)DNA)sequencing)at)MWG)biotech)(Table)3.3).)) Name) Construct) Sequencing)result)3A) 19186) Frame)shift)at)BamH1)cloning)site)9)Discarded)15B) 19195) Frame)shift)at)BamH1)cloning)site)9)Discarded)12C) 189186) Single)DNA)mutation)at)T15A)but)correct)amino)acid)sequence)13C) 189186) Single)DNA)mutation)at)T15A)but)correct)amino)acid)sequence)5D) 189195) Single)DNA)mutation)at)T15A)but)correct)amino)acid)sequence)6D) 189195) Single)DNA)mutation)at)T15A)but)correct)amino)acid)sequence)19E) 2719370) Correct)sequence)20E) 2719370) Correct)sequence)9G) 2959370) Correct)sequence)Table)3.3:)DNA)sequencing)results)for)truncated)constructs.)The)letter)refers)to)the)particular)construct)design.)The)number)refers)to)a)clonal)colony)picked)for)growth.))
3.4.2. Expression!&!Purification!of!p97!N8domain!and!p47!UBX!domain!Constructs!Following) the) validation) of) these) constructs,) a) large9scale) preparation) of) recombinant) protein) was)performed)for)expression)and)solubility)tests.)Clonal)populations)on)replica)plates)of)12C,)5D,)19E)and)9G)were)each)used)to)prepare)larger)quantities)of)DNA)by)Mini)Prep.)Purified)DNA)was)transformed)into) BL21) E.( coli) and) clonal) populations) were) then) picked) from) the) resultant) plates) and) used) to)inoculate)starter)colonies.)20)mL)of)each)starter)was)subsequently)used)to)inoculate)1)L)of)LB)media.)These)were)incubated)until)mid9log)phase)at)which)point)a)pre9induction)sample)was)removed)and)the)culture) induced)with) IPTG.)This)was) then) incubated)at)20) °C)overnight)after)which)a)post9induction)sample) was) taken.) Additionally,) following) lysis) and) centrifugation) of) cell) cultures,) SDS9PAGE) was)performed)on)samples)of)both)the)pellet)and)the)supernatant)to)assess)the)solubility)of)these)protein)constructs)(Figure)3.14).)Constructs) D) and) G) both) show) strong) bands) in) the) fractions) following)HisTrap) purification) and) no)significant)bands)in)the)cell)pellet.)This)suggests)these)new)protein)constructs)are)able)to)fold)and)are)soluble.)Construct)E,)however,)shows)no)bands)following)HisTrap)purification)and)a)significant)band)in)the)cell)pellet)suggesting)this)construct)does)not)fold)effectively)and)aggregates)in)solution.)Construct)C)shows) bands) following) purification,) however,) it) also) shows) some) aggregation) in) the) cell) pellet.)Furthermore,) over) 24) hours) at) 4) °C) a) significant) amount) of) aggregate) formed) the) Eppendorf) tube)containing) the) 12C) construct) suggesting) it) is) significantly) less) stable) that) the) original) constructs.))Constructs)D)and)G)were)further)purified)by)size)exclusion)chromatography.)
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)Figure)3.14:)Expression)testing)of)truncated)construct)12C,)5D,)19E)and)9G.)Left:)SDS9PAGE)of)p97)N9domain)and)p47)UBX)domain)construct)cell)pellets.)Centre:)SDS9PAGE)of)fractions)in)the)HisTrap)purification)p97)N9domain)constructs.)Right:)SDS9PAGE)of)fractions)in)the)HisTrap)purification)p47)UBX)domain)constructs.)Constructs)D)and)G)both)show)strong)bands)in)the)fractions)following)HisTrap)purification)and)no)significant)bands)in)the)cell)pellet)suggesting)these)two)constructs)are)able)to)fold)and)are)soluble.))) )
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3.4.2.1. Construct!5d!
)Figure)3.15:)Purification)of)the)p97)N9domain)construct,)5d.)Chromatograms)and)fractions)analysed)by)SDS9PAGE)are)shown)for)the)two)purification)steps.)Each)5)ml)fraction)is)labeled)by)initial)elution)volume,)the)bands)in)a)Life)Technologies)Mark12)standard)give)the)approximate)molecular)weight)and)bands)corresponding)to)5d)are)labeled.)Gaps)in)the)SDS9gels)correspond)to)the)removal)of)redundant)wells)in)the)resultant)image.)(A))Ni2+9HisTrap)column)elution:)A)strong)band)can)be)seen)at)the)expected)molecular)weight)of)5d)(Approximately)23.91)kDa))(B))Gel9filtration)elution)using)a)Superdex75)column:)A)narrow,)symmetric)peak)can)be)seen)at)approximately)100)ml.)SDS9PAGE)confirms)this)is)5d.)This)construct)gives)high)yields)of)approximately)20)mg)of)protein)per)1)L)of)IPTG9induction)cultures.)It)also)appears)to)be)highly)soluble)and)can)be)concentrated)up)to)80)mg/mL)without)signs)of)aggregation)during)gel)filtration.))
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3.4.2.2. Construct!9g!
)Figure)3.16:)Purification)of)the)p47)UBX)domain)construct,)9g.)Chromatograms)and)fractions)analysed)by)SDS9PAGE)are)shown)for)the)two)purification)steps.)Each)5)ml)fraction)is)labeled)by)initial)elution)volume,)the)bands)in)a)Life)Technologies)Mark12)standard)give)the)approximate)molecular)weight)and)bands)corresponding)to)9g)are)labeled.)(A))Ni2+9HisTrap)column)elution:)A)strong)band)can)be)seen)at)the)expected)molecular)weight)of)9g)(Approximately)11.9)kDa))(B))Gel9filtration)elution)using)a)Superdex75)column:)A)narrow,)symmetric)peak)can)be)seen)at)approximately)80)ml.)SDS9PAGE)confirms)this)is)5d.)As)with)5d,)this)construct)gives)high)yields)of)approximately)20)mg)of)protein)per)1)L)of)IPTG9induction)cultures.)It)also)appears)to)be)highly)soluble)and)can)be)concentrated)up)to)80)mg/mL)without)signs)of)aggregation)during)gel)filtration.)) !
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3.5. Design!and!Cloning!of!Fluorescent!constructs!After) confirming) the) solubility) of) the) truncated)p97)N9domain) construct) 5d) and) truncated)p47)UBX)domain)construct)9g,)several)fusion)constructs)were)designed.)There)are)three)main)considerations)when)designing)such)fluorescent)constructs:)What)fluorescent)tag)should)be)used,)what)sort)of)linker)should)be)used)and)where)should)the)fluorescent)tags)be)attached?)
3.5.1. Fluorescent!Tag!Choice!The) two) main) classes) of) fluorescent) tags) that) may) be) used) are) fluorescent) proteins) and) synthetic)fluorescent)molecules.)Both)are)widely)used) in)a)multitude)of)applications)and)each)have)distinctive)advantages)and)disadvantages.))Synthetic)fluorescent)molecules,)in)this)instance,)would)be)attached)after)isolation)and)purification)of)the)protein)of)interest.)Such)probes)offer)a)number)of)advantages)including)improved)photochemical)properties,) a)wider)variety)of) colours)and)smaller) size.)On) the)other)hand,) this)method)requires) the)additional)step)of)attaching) the)molecule) to) the)protein.)This)can)reduce)protein)yields)and) increase)the) time) it) takes) to) acquire) the) labelled) protein) and) may) still) require) modification) of) the) original)protein.) Furthermore) such) labelling) is) not) always) consistent) and) variable) ratios) of) fluorescent)molecule)to)protein)may)be)prepared.)Fluorescent) proteins,) on) the) other) hand,) can) be) incorporated) into) the) proteins) of) interest) using)recombinant)DNA)techniques.)This)enables)much)more)rapid)and)reproducible)labelling.)Furthermore,)there)is)a)great)deal)of)precedence)in)using)fluorescent)fusion)proteins)for)the)study)of)protein9protein)interactions.134)Consequently,)fluorescent)fusion)proteins)were)used.)Green) fluorescent)protein) (GFP)) and) its) variants) are)2209240)amino) acid,) )~25)kDa)proteins) folded)into) a) β9barrel) of) 11) β9sheets) and) six) α9) helices.) At) the) centre) of) this) barrel) is) a) distorted9helix)containing)the)residues)Ser65,)Tyr66)and)Gly67.)Following)a)series)of)post9translational)modifications)induced) by) inward) facing) side) chains) in) the) barrel,) these) residues) from) the) chromophore,)49(p9hydroxybenzylidene)imidazolidin959one.) This) is) referred) to) as) maturation.) The) exact)hydrogen9bonding) network) and) electron9stacking) interactions) within) these) side) chains) effect) the)colour,)photostability)and)intensity)of)GFP)and)its)derivatives.)(Figure)3.17))As)the)chromophore)is)generated)in)the)centre)of)the)barrel,) it) is)very)stable)to)chemical,) thermal)or)enzymatic)denaturation)as)well)as) fluorescence)quenching)by)water)due)to) its)steric)protection)from)the)environment.))There) are) several) standard) fluorescent) protein) donor9acceptor) pairs,) however) the)most) commonly)used) are) cyan) fluorescent) protein) ECFP) (CFP)) and) yellow) fluorescent) protein) Venus–YFP) (YFP).135)Both)are)known)to)be)non9interacting)and)do)not)inhibit)binding)of)the)labeled)protein)when)attached)through)a)small,)flexible)linker.132))
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) )Figure)3.17:)Ribbon)representation)of)fluorescent)proteins.)Left)–)CFP)molecule,)Right)9)YFP)molecule))
3.5.2. Linker!Choice!The)linker)is)the)part)of)the)construct)that)connects)the)fluorescent)protein)and)the)host)protein.)The)length) and) sequence) of) the) linker)must) be) optimized) for) the) application) in) question.) In) general) the)linker)must)be)sufficiently)long)and)flexible)enough)to)enable)the)connected)proteins)to)fold)and)retain)their) independent) function) without) steric) hindrance.) It) should) not) however,) be) too) long) as) this)exposes)the)linker)to)cleavage)by)protease)action.)Furthermore)it)should)be)soluble,)resist)aggregation)and)proteolysis)and)should)not)have)a)secondary)structure)of)its)own.135,)136)The) standard) sequence) Gly9Gly9Ser9Gly) was) used.) This) linker) is) primarily) made) from) glycine) (Gly))which)confers)the)greatest)flexibility)to)the)peptide)chain)of)any)amino)acid)due)to)its)small)side)chain.)A)serine)(Ser))is)also)included)to)improve)the)solubility)of)the)poly9Gly)sequence.)
3.5.3. Tag!Positioning!Ultimately)two)p97)N9domain)constructs)with)a)CFP)attached)via)a)small)linker)to)either)the)C9)or)the)N9terminus)were)prepared)as)well)as)two)constructs)of)p47)UBX)domain)with)YFP)attached)via)a)small)linker)to)either)the)C9)or)the)N9terminus.)By) creating) alternate) versions) of) N9) and) C9terminus) tagged) proteins,) several) parameters) could) be)assessed)to)determine)which)construct)was)best.))Firstly,)the)fluorescent)protein)should)be)able)to)fold)correctly)and)fluoresce,)the)host)protein)should)be) correctly) folded) and) retain) its) ability) to) bind) its) partner) and) the) fluorescent) protein) and) host)protein) should) be) resistant) to) separation) by) proteolysis.135) Additionally,) FRET) should) be) detectable)upon)analysis)of)their)absorption)and)emission)profiles)in)mixed)and)unmixed)samples.))
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!
3.5.4. Sub8Cloning!of!Ordered!Constructs!The)DNA)sequences)for)all)four)fusion)constructs)were)optimised)for)bacterial)expression,)synthesized)by)Mr.)Gene)and)delivered)in)a)shuttle)vector.)A)BamHI)restriction)site)on)the)5’)end)and)a)stop)codon)and)EcoRI) restriction) site) on) the) 3’) end)were) added) to) allow) insertion) into) a) range) of) vectors)with)N9terminal) affinity) tags.) The) structures) of) all) four) fluorescent) fusion) constructs) are) given) in) Figure)3.18.))
)Figure)3.18:)Representation)of)the)structure)of)the)four)fluorescent)fusion)constructs.))The)structures)are)given)from)5’)to)3’.)Restriction)enzyme)sites)are)shown)in)black,)p97)N9domain)and)p47)UBX)domain)are)given)in)blue)and)purple)respectively)and)CFP)and)YFP)are)given)in)cyan)and)yellow)receptively.)Linker)refers)to)the)short)flexible)sequence)placed)between)the)fluorescent)protein)and)the)host)protein,)which)is)required)for)both)proteins)to)fold)correctly.)In)this)case)the)standard)sequence)Gly9Gly9Ser9Gly)was)used.)))The)fragments)were)excised)from)the)shuttle)vector)using)a)restriction)enzyme)digest)and)ligated)into)dephosphorylated)pProEx)expression)vector,)which)added)an)N9terminal)His69tag.))The) ligation)products)were)used)to) transform)NEB)59alpha)E.(Coli.)Several)clonal)colonies)were) then)numbered) and) picked) form) agar) plates) and) used) to) prepare) larger) quantities) of) DNA.) Final)concentrations)of)DNA)were)determined)by)NanoDrop)measurement.)To)determine)whether)successful)ligations)had)been)performed,)purified)DNA)samples)were)digested)with) BamH1) and) EcoR1) and) the) digestion) products) analysed) by) agarose) gel) electrophoresis) to)determine)if)the)insert)was)present)(Figure)3.19).))This)was)the)case)for)a)number)of)clonal)colonies)for)each)construct.)
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)Figure)3.19:))Agarose)gel)electrophoresis)of)analytical)digestion)of)fluorescent)fusion)constructs.)All)plasmids)which)were)found)to)have)inserts)present)are)marked)with)a)red)dot)under)the)insert)band.)Colonies)picked)for)final)constructs)are)marked)in)red:)3,)6,)16,)17.))A)sample)of)DNA)from)colonies)3,)6,)16)and)17,)one)for)each)construct,)was)sent)for)DNA)sequencing)at)MWG)biotech)(Table)3.4).)This)confirmed)that)the)DNA)sequences)were)correct.)) Name) Construct) Sequencing)Result)p979CFP) 3) Correct)Sequence)CFP9p97) 6) Correct)Sequence)p479YFP) 16) Correct)Sequence)YFP9p47) 17) Correct)Sequence)Table)3.4:)DNA)sequencing)results)for)fluorescent)fusion)constructs.))
3.5.5. Expression!Testing!Following)the)validation)of)the)constructs,)expression)and)solubility)tests)were)performed.)For)this,)the)fluorescent)fusion)constructs)were)transformed)into)BL21)E.(Coli)and)clonal)colonies)were)picked)from)the)resultant)plates)and)used)to)inoculate)20)mL)of)LB)media.)These)were)incubated)until)mid9log)phase)at)which)point)a)pre9induction)sample)was)removed)and)the)culture) induced)with) IPTG.) This)was) subsequently) incubated) at) 20) °C) overnight) after)which) a) post9induction)sample)was)taken.)The)cultures)were)then)lysed,)centrifuged)and)both)a)sample)of)the)pellet)and)the)supernatant)were)taken.)All)the)samples)were)then)run)on)a)SDS9PAGE)gel))(Figure)3.20).)
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)Figure)3.20:)Solubility)and)expression)test)of)fluorescent)fusion)constructs.)The)white)rectangles)indicate)the)position)of)the)bands)corresponding)to)the)protein)in)question.))It)can)be)seen)from)the)SDS9PAGE)gels)that)in)all)the)constructs,)IPTG)induces)expression)of)the)fusion)proteins.) It) can)also)be)seen) that) following) lysis)and)centrifugation) there) is)a) reasonable)quantity)of)protein)in)the)supernatant)suggesting)that)the)protein)is)soluble)and)thus)folded.)
3.5.6. Large8Scale!Preparation!and!Purification!of!Fluorescent!Fusion!Constructs!Large9scale) preparation) of) these) proteins)was) performed.) For) several) constructs,) expression) of) the)proteins)of)interest)was)induced)by)the)addition)of)Isopropyl)β9D919thiogalactopyranoside)(IPTG).))The) majority) of) protein) expressions,) however,) were) performed) using) auto9induction.) This) method)gives)much)slower)expression)over)a)longer)time)period)allowing)the)expressed)proteins)time)to)fold.)Furthermore,)has)been)shown)to)provide)a)much)higher)average)protein)yield)than)IPTG)induction.137)) )
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))
)Figure)3.21:)Purification)of)p979CFP)construct,)3.)Chromatograms)and)fractions)analysed)by)SDS9PAGE)are)shown)for)the)two)purification)steps.)Each)5)ml)fraction)is)labeled)by)initial)elution)volume,)the)bands)in)a)Life)Technologies)Mark12)standard)give)the)approximate)molecular)weight)and)bands)corresponding)to)3)in)the)elution)fractions)are)labeled.)Gaps)in)the)SDS9gels)correspond)to)the)removal)of)redundant)wells)in)the)resultant)image.)(A))Ni2+9HisTrap)column)elution:)A)strong)band)can)be)seen)at)the)expected)molecular)weight)of)the)construct)(approximately)47.64))kDa))(B))Gel9filtration)elution)using)a)Superdex200)column:)A)narrow,)symmetric)peak)can)be)seen)at)approximately)75)ml.)SDS9PAGE)confirms)this)is)the)correct)construct)and)suggests)it)can)be)purified)and)concentrated)to)high)concentrations)without)sign)of)degradation)or)aggregation.)) )
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)Figure)3.22:)Purification)of)CFP9p97)construct,)6.)Chromatograms)and)fractions)analysed)by)SDS9PAGE)are)shown)for)the)two)purification)steps.)Each)5)ml)fraction)is)labeled)by)initial)elution)volume,)the)bands)in)a)Life)Technologies)Mark12)standard)give)the)approximate)molecular)weight)and)bands)corresponding)to)6)in)the)elution)fractions)are)labeled.)(A))Ni2+9HisTrap)column)elution:)A)strong)band)can)be)seen)at)the)expected)molecular)weight)of)the)construct)(approximately)47.64))kDa))(B))Gel9filtration)elution)using)a)Superdex200)column:)A)narrow,)symmetric)peak)can)be)seen)at)approximately)80)ml.)SDS9PAGE)confirms)this)is)the)correct)construct)and)suggests)it)can)be)purified)and)concentrated)to)high)concentrations)without)sign)of)degradation)or)aggregation.)It)was)clear)from)the)preparation,)however,)that)construct)6)provided)smaller)quantities)of)protein)than)construct)3.)) )
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)Figure)3.23:)Purification)of)p479YFP)construct,)16.)Chromatograms)and)fractions)analysed)by)SDS9PAGE)are)shown)for)the)two)purification)steps.)Each)5)ml)fraction)is)labeled)by)initial)elution)volume,)the)bands)in)a)Life)Technologies)Mark12)standard)give)the)approximate)molecular)weight)and)bands)corresponding)to)16)in)the)elution)fractions)are)labeled.)Gaps)in)the)SDS9gels)correspond)to)the)removal)of)redundant)wells)in)the)resultant)image.)(A))Ni2+9HisTrap)column)elution:)A)strong)band)can)be)seen)at)the)expected)molecular)weight)of)the)construct)(approximately)35.90)kDa))(B))Gel9filtration)elution)using)a)Superdex200)column:)A)narrow,)symmetric)peak)can)be)seen)at)approximately)82)ml.)SDS9PAGE)confirms)this)is)the)correct)construct)and)whilst)there)are)some)minor)contaminants,)it)can)be)concentrated)to)high)concentrations)without)signs)of)aggregation.)) )
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)Figure)3.24:)Purification)of)YFP9p47)construct,)17.)Chromatograms)and)fractions)analysed)by)SDS9PAGE)are)shown)for)the)two)purification)steps.)Each)5)ml)fraction)is)labeled)by)initial)elution)volume,)the)bands)in)a)Life)Technologies)Mark12)standard)give)the)approximate)molecular)weight)and)bands)corresponding)to)17)in)the)elution)fractions)are)labeled.)(A))Ni2+9HisTrap)column)elution:)A)strong)band)can)be)seen)at)the)expected)molecular)weight)of)the)construct)(approximately)35.90)kDa))(B))Gel9filtration)elution)using)a)Superdex200)column:)A)peak)can)be)seen)at)approximately)82)ml)with)several)lower)molecular)weight)contaminates)seen)in)later)fractions.)SDS9PAGE)confirms)this)is)the)correct)construct,)however)along)with)the)gel9filtration)trace,)this)construct)appears)to)have)a)number)of)contaminants)and)is)difficult)to)fully)purify.)Furthermore)this)construct)appears)to)produce)very)low)concentrations)of)protein)under)the)same)conditions)as)the)other)fusion)constructs.)) )
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The) purified) and) concentrated) proteins) exhibited) fluorescence) under) UV) irradiation) (Figure) 3.25))suggesting)the)proteins)are)correctly)folded.)))
)Figure)3.25:)Purified)fluorescent)fusion)proteins)3,)6,)16)and)17)irradiated)by)UV.))A)long9term)stability)study)of)the)fusion)constructs)at)4)°C)by)SDS9PAGE)(Figure)3.26))suggested)that)constructs)3)and)16)were)the)most)stable)of)the)four)fusion)proteins)and)remained)largely)intact)over)2)weeks.) This) provides) sufficient) time) for) the) proteins) to) be) used) after) purification.) Given) that) these)constructs) also) prepared) the) largest) quantities) of) protein,) if) they) can) produce) a) FRET) signal) in)solution,)it)would)be)most)practical)to)use)these)as)the)final)FRET)pair.)Construct)6)appeared)to)lyse)at)the) linker) separating) the) fluorescent) protein) and) the) host) protein) and) construct) 17) does) not) yield)much)protein.)These)two)constructs)were)therefore)discarded.)
)Figure)3.26:)SDS9PAGE)gel)of)fusion)constructs)3,)6,)16)and)17)after)a)2)weeks)at)4°C.)The)bands)in)a)Life)Technologies)Mark12)standard)give)the)approximate)molecular)weight.))These)results)suggests)that)fusion)constructs)3)and)16)remain)largely)intact)over)2)weeks.)Construct)6,)however,)seems)to)lyse)at)the)linker)separating)the)fluorescent)protein)and)host)protein.)Construct)17)does)not)appear)to)have)a)high)enough)concentration)to)asses)the)degradation)with)only)faint)bands)appearing)as)a)result)of)cross)contamination)between)adjacent)wells)during)loading.))
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3.5.7. Measuring!Absorption!Profile!and!the!Occurrence!of!FRET!Absorption)and)emission)spectra)of) fluorescent)protein) fusions)excited)at)435)nm)were) recorded) to)confirm) the) fluorescence) properties.) These) were) contrasted) with) measurements) taken) from)combinations)of)the)FRET)pairs)to)confirm)the)occurrence)of)FRET.)))
)
)Figure)3.27:)Absorption)profile)and)the)occurrence)of)FRET)in)fluorescent)fusion)constructs.)(Top))Normalized)absorption)and)emission)spectra)(excitation)400)nm))of)cyan)fluorescent)protein)construct)3)and)yellow)fluorescent)protein)construct)16.)(Bottom))Fluorescence)emission)spectra)(excitation)400)nm))demonstrating)FRET)between)5)mM)CFP)construct)3)and)5)mM)YFP)construct)16.))The)sum)of)the)individual)emission)spectra)from)3)and)16)are)given)as)a)grey)line.)The)emission)spectrum)of)the)two)proteins)mixed)together)is)given)as)a)black)line.)At)535)nm)the)emission)for)the)mixed)samples)is)greater)the)sum)of)the)individual)emissions)suggesting)that)FRET)is)occurring.)Furthermore,)the)emission)at)approximately)475)nm)for)the)mixed)samples)is)less)than)the)sum)of)the)individual)emissions)suggesting)that)FRET)quenching)is)occurring.)))
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Figure)3.27A)clearly)demonstrates) the) fluorescent)properties)of)both)the) fusion)constructs.)Crucially)the)emission)band)of)the)CFP)constructs)can)be)seen)to)overlap)with)the)absorption)band)of)the)YFP)construct;)one)of)the)critical)parameters)for)FRET.)When)the)solution)of)CFP)and)YFP)constructs)are)combined,)there)is)a)sharply)increased)emission)from)YFP) at) approximately) 530) nm.) As) this) increase) is) significantly) larger) than) the) combined) 530) nm)emission)of)unmixed)CFP)and)YFP,)this)can)only)be)accounted)for)by)FRET.)There)is)also)decreased)CFP)emission)at)approximately)475)nm,)which)would)be)indicative)FRET)quenching.)The)fusion)constructs)are)too)far)apart)in)solution)to)exhibit)FRET)when)unbound)and)previous)studies)have)shown)that)CFP)and)YFP)do)not)exhibit)non9specific)binding)to)one)another. Consequently,)this)indicates)that)the)fusion)constructs)are)bound)to)each)other)moving)the)fluorescent)proteins)into)the)range)required)for)energy)transfer)to)occur)(approximately)<50)nm).)
3.5.8. Using!FRET!to!Measure!the!Binding!Affinity!of!the!Two!Proteins!After) the)presence)of)binding)and)FRET)was)observed,)a) titration)was)performed) in)which)the)FRET)component)of)YFP)emission)upon)titration)of)one)fluorescent)protein)into)the)other)is)measured.)This)can) be) used) to) determine) the) equilibrium) binding) constant) Kd) of) the) two) proteins) and) can) be)compared)to)the)literature)value)to)determine)whether)the)bulky)fluorescent)groups)have)affected)the)binding)affinity)of)the)two)host)proteins.)These) titrations) were) initially) performed) in) a) 96) well) plate) format.) The) acceptor) (YFP) fusion)constructs))was)kept)at)constant)5)µM)in)rows)of)wells)across)which)the)donor)(CFP)fusion)construct))was) titrated) in) duplicates) from) 0940) µM.) This) system) was) allowed) to) reach) equilibrium) over) 10)minutes) at)which)point) it)was)excited)at)436)nm)and) the)emission)535)nm)was)measured.)The)CFP)constructs)were)also)titrated)into)a)set)of)wells)containing)only)buffer)solution)and)the)emission)at)535)nm)measured.)This) value)was) then) subtracted) from) the) result) to) account) for) donor) emission) at) the)acceptor)emission)frequency)(Figure)7.1,)page)133).))The) results) from) this) system) appeared) to) have) large) errors) and) whilst) an) increase) in) the) FRET)emission)was)observed,)the)signal)never)reached)the)saturation)point)that)would)be)expected)when)all)the)p47)binding)sites)were)occupied.)Consequently,)a)binding)curve)could)not)be)fitted.)As)CFP)was)being)directly)excited)and)the)concentration)of)CFP)was)continually)increasing)during)the)titration,) it) is) likely) that) the) CFP) emission) was) either) overwhelming) the) detector) or) the) CFP)background)measurements)were)increasing)in)error)with)each)measurement.)The)latter)is)supported)by)the)measurement)of)standard)deviations)in)the)titration)increasing)through)the)titration.)) )
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)
)Figure)3.28:)Titration)of)CFP)construct)3)into)5µM)YFP)construct)16.)4)replicates)at)each)concentration)were)measured.))
)Figure)3.29:)Titration)of)CFP)construct)6)into)5µM)YFP)construct)16.)4)replicates)at)each)concentration)were)measured.)) )
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In)order)to)overcome)these)problems)a)second)set)of)titrations)were)performed)wherein)several)key)aspects) were) changed.) In) this) system) the) titration) was) reversed.) The) CFP) construct) was) kept) at) a)constant)5)µM,)keeping)the)background)CFP)emission)constant,)and)the)YFP)construct)was)titrated)in)between)0955)µM)using) serial)dilutions)of)4/5.)This)was)performed) in)a)3849well)plate)allowing) far)smaller)volumes)of)protein)to)be)used)whilst)creating)higher)resolution)data)with)more)repeats.)This)time) the) YFP) construct)was) also) titrated) into) a) set) of)wells) containing) only) buffer) solution) and) the)subsequent) emission) at) 535) nm)was)measured) so) the) emission) from) directly) excited) YFP) could) be)subtracted) from)the)main)result.) It)was)also) found) that)exciting) the)system)at)400)nm,)as)oppose) to)436)nm,)reduced)direct)excitation)of)YFP,)further)reducing)errors)in)the)data.)A)further)control)for)non9specific)binding)was)considered)but)the)effect)was)considered)negligible)(Figure)7.2,)135).138)An) alternative) and) common) measurement) is) to) use) the) change) in) the) ratio) between) donor) and)acceptor)emission.)Given)the)errors)associated)with)measuring)the)donor)emission)in)this)system,)this)was)not)used.))The) results) from) this)new)system)were)a) large) improvement) from) the) former)system.)The)standard)deviations)of)the)results)were)found)to)be)smaller)and)the)signal)appeared)to)saturate)as)all) the)p97)binding) sites) were) occupied.) This) confirms) that) the) FRET) observed) is) not) a) result) of) non9specific)binding) between) the) constructs) but) rather) direct) binding) between) the) p97)N9domain) and) p47)UBX)domain.)The)binding)affinity)for)both)combinations)was)calculated)using)GraFit.)It)was)found)that)the)binding)affinity)is)broadly)similar)to)the)affinity)of)unlabelled)p97)N9domain)and)p47)UBX)domain)as)measured)by)ITC.)This)suggests)the)fluorescent)tags)have)a)minimal)affect)on)the)binding)affinity.)) )
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)Figure)3.30:)Titration)of)YFP9construct)16)into)5µM)CFP)construct)3.)4)replicates)at)each)concentration)were)measured.)Kd)was)determined)to)be)2.83)µM.))
)Figure)3.31:)Titration)of)YFP9construct)16)into)5µM)CFP)construct)6.)4)replicates)at)each)concentration)were)measured.)Kd)was)determined)to)be)2.95)µM.))
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Chapter!4. Assay!Validation!
4.1. p97!Binding!Partners!as!FRET!Inhibitors!Following) the) validation) of) the) FRET) signal,) a) series) of) positive) and) negative) controls) were) run)through)the)assay.)As)there)are)no)known)small)molecule)inhibitors)of)the)p97)protein9protein)binding)interaction,)unlabelled)binding)partners)of)p97)were)used)as)competitive)inhibitors.)The)UBX)domain)is)the)most)prevalent)and)most)well)understood)p97)binding)motif)identified)to)date.)Many)UBX)domain) containing)proteins)have)been) studied) in)detail) providing)key) information)about)the)interaction:)Namely)the)binding)affinity)and)likely)binding)site.))To) confirm) the) efficacy) of) the) FRET) based) assay,) several) previously) studied) murine) UBX) domain)proteins)were)used)and)the)result)compared)with)previous)ITC)values.)The)p97)N9domain)construct)5d)and) the) p47) UBX) domain) construct) 9g) were) used.) Additionally,) constructs) for) UBXD5,) UBXD7) and)FAF1)were)acquired)from)Dr.)Caroline)Ewens)of)the)Freemont)Group)at)Imperial)College)A) pair) of) negative) controls) were) also) used.) Firstly,) Glutathione) S9transferase) (GST)) from) the) GST)affinity)tag)purifications)was)used)as)it)is)unrelated)to)the)system)and)should)not)bind)to)p97.)Secondly)a) p47) UBX) domain)mutant)with) a)modified) S3/S4) loop)was) prepared.) The) S3/S4) loop) is) known) to)make)the)dominant)contribution)to)the)binding)of)p47)to)p97)and)it)has)been)previously)demonstrated)that)modification)or)removal)of)this)loop)results)in)significantly)reduced)binding)affinity.4)
4.1.1. Expression!&!Purification!p97!Binding!Partners!Purifications)for)the)p97)N9domain)construct)5d)and)the)p47)UBX)domain)construct)9g)can)be)seen)in)Figure)3.15)and)Figure)3.16)respectively.)Protein) constructs) for) UBXD5,) UBXD7) and) FAF1) were) transformed) as) described) in) into) electro9competent)BL219Gold)(DE3))cells) for)expression.)Clonal)colonies)were)used)to) inoculate)4)L)of)auto9induction)media)for)each)construct.)Purifications)are)shown)below.))) !
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4.1.1.1. UBXD5!
)Figure)4.1:)Purification)UBXD5.)Chromatograms)and)fractions)analysed)by)SDS9PAGE)are)shown)for)the)three)purification)steps.)Each)5)ml)fraction)is)labeled)by)initial)elution)volume,)the)bands)in)a)Life)Technologies)Mark12)standard)give)the)approximate)molecular)weight)and)bands)corresponding)to)UBXD5)in)the)elution)fractions)are)labeled.)Gaps)in)the)SDS9gels)correspond)to)the)removal)of)redundant)wells)in)the)resultant)image.)(A))GSTrap)Purification)step)1:)A)strong)band)can)be)seen)at)the)expected)molecular)weight)of)the)UBXD5)plus)the)GST)affinity)tag)(approximately)11.76)kDa))(B))GSTrap)Purification)step)2:)Following)cleavage)of)the)GST)tag)two)separate)bands)can)be)seen)corresponding)to)UBXD5)and)GST.)(C))Gel9filtration)elution)using)a)Superdex200)column:)A)narrow,)symmetric)peak)can)be)seen)at)approximately)87)ml.)SDS9PAGE)confirms)this)is)the)correct)construct)concentrated)to)high)concentrations)without)signs)of)aggregation.)
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4.1.1.2. UBXD7!
)Figure)4.2:)Purification)UBXD7.)Chromatograms)and)fractions)analysed)by)SDS9PAGE)are)shown)for)the)three)purification)steps.)Each)5)ml)fraction)is)labeled)by)initial)elution)volume,)the)bands)in)a)Life)Technologies)Mark12)standard)give)the)approximate)molecular)weight)and)bands)corresponding)to)UBXD7)in)the)elution)fractions)are)labeled.)(A))GSTrap)Purification)step)1:)A)strong)band)can)be)seen)at)the)expected)molecular)weight)of)the)UBXD7)plus)the)GST)affinity)tag)(approximately)10.56)kDa))(B))GSTrap)Purification)step)2:)Following)cleavage)of)the)GST)tag)two)separate)bands)can)be)seen)corresponding)to)UBXD7)and)GST.)(C))Gel9filtration)elution)using)a)Superdex200)column:)A)narrow,)symmetric)peak)can)be)seen)at)approximately)98)ml.)SDS9PAGE)confirms)this)is)the)correct)construct)concentrated)to)high)concentrations)without)signs)of)aggregation.)
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4.1.1.3. FAF1!
)Figure)4.3:)Purification)FAF1.)Chromatograms)and)fractions)analysed)by)SDS9PAGE)are)shown)for)the)three)purification)steps.)Each)5)ml)fraction)is)labeled)by)initial)elution)volume,)the)bands)in)a)Life)Technologies)Mark12)standard)give)the)approximate)molecular)weight)and)bands)corresponding)to)FAF1)in)the)elution)fractions)are)labeled.)Gaps)in)the)SDS9gels)correspond)to)the)removal)of)redundant)wells)in)the)resultant)image.)(A))GSTrap)Purification)step)1:)A)strong)band)can)be)seen)at)the)expected)molecular)weight)of)the)FAF1)plus)the)GST)affinity)tag)(approximately)11.87)kDa))(B))GSTrap)Purification)step)2:)Following)cleavage)of)the)GST)tag)two)separate)bands)can)be)seen)corresponding)to)FAF1)and)GST.)(C))Gel9filtration)elution)using)a)Superdex200)column:)A)narrow,)symmetric)peak)can)be)seen)at)approximately)98)ml.)SDS9PAGE)confirms)this)is)the)correct)construct)concentrated)to)high)concentrations)without)signs)of)aggregation.)
Chapter(4.(Assay(Validation(
77(
4.1.1.4. p47!Loop!Mutant!)
)Figure)4.4:)Purification)of)p47)UBX)domain)loop)mutant)construct.)Chromatograms)and)fractions)analysed)by)SDS9PAGE)are)shown)for)the)two)purification)steps.)Each)5)ml)fraction)is)labeled)by)initial)elution)volume,)the)bands)in)a)Life)Technologies)Mark12)standard)give)the)approximate)molecular)weight)and)bands)corresponding)to)the)p47)UBX)domain)loop)mutant)are)labeled.)Gaps)in)the)SDS9gels)correspond)to)the)removal)of)redundant)wells)in)the)resultant)image.)(A))Ni2+9HisTrap)column)elution:)A)strong)band)can)be)seen)at)the)expected)molecular)weight)of)the)construct)(approximately)17.13)kDa).)(B))Gel9filtration)elution)using)a)Superdex75)column:)A)narrow,)symmetric)peak)can)be)seen)at)approximately)100)ml.)Whilst)the)SDS9PAGE)confirms)this)is)p47)UBX)domain,)it)also)shows)the)presence)of)a)small)number)contaminants.)) !
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4.2. Titration!Results!For)this)assay,)all)proteins)were)dialysed)into)the)same)buffer)(details)in)section)7.5).)The)proteins)to)be) used) as) positive) controls) were) then) serially) diluted) in) a) 969well) plate) to) give) 24) different)concentrations)and)fluorescent)proteins)were)diluted)to)a)stock)concentration)of)15)μM.)10)μL)of)each)protein)was)then)added)to)each)well)giving)a)fluorescent)protein)working)concentration)of)5)μM)and)a)range)of)concentrations)for)the)positive)control.)Between)2)and)8)repeats)were)preformed)on)the)plate)depending)on)the)quantity)of)protein)available.)A)set)of)wells)where)the)positive)control)was)titrated)into) buffer) were) also) used) to) subtract) any) fluorescence) not) from) the) fluorescent) proteins) (Figure)7.3,)Page)139).) The) positive) controls) were) found) to) be) non9fluorescent) in) this) range) at) all)concentrations.)After) loading)the)plate,)they)were)allowed)to)equilibrate)at)room)temperature)for)10)minutes)and)centrifuged)to)remove)bubbles.)All)plates)were)irradiated)at)400)nm)and)the)FRET)emission)at)535)nm)was)measured.)Measurements)were)taken)every)5)minutes)up)to)30)minutes)to)ensure)the)plate)was)being)measured)at)equilibrium.)It)was)observed,)however,)that)most)plates)had)reached)equilibrium)by)the)first)measurement.)) )
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)
4.2.1.1. p97!N8domain!Construct!5d!
)
)
Kd)(µM)) Standard)Error)4.90) 1.61)
)
Figure)4.5:)FRET)Titration)Assay)of)the)p97)N9domain)construct)5d.)(Top))Results)for)the)titration)of)the)p97)N9domain)construct)5d)into)a)solution)containing)5mM)of)each)fluorescent)fusion)construct.)2)replicates)at)each)concentration)were)measured.)The)line)is)the)fitted)saturation)binding)curve)as)determined)by)GraFit.)(Bottom)Left))Ribbon)representation)of)the)structure)of)the)titrant.)(Bottom)Right))Assay)results.)) )
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4.2.1.2. p47!UBX!domain!construct!9g!
)
)
Kd)(µM)) Standard)Error)0.56) 0.13)
)
Figure)4.6:)FRET)Titration)Assay)of)the)p47)UBX)domain)construct)9g.)(Top))Results)for)the)titration)of)the)p47)UBX)domain)construct)9g)into)a)solution)containing)5mM)of)each)fluorescent)fusion)construct.)6)replicates)at)each)concentration)were)measured.)The)line)is)the)fitted)saturation)binding)curve)as)determined)by)GraFit.)(Bottom)Left))Ribbon)representation)of)the)structure)of)the)titrant.)(Bottom)Right))Assay)results.)) !
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4.2.1.3. UBXD5!
)
)
Kd)(µM)) Standard)Error)60.6) 27.6)
)
Figure)4.7:)FRET)Titration)Assay)of)UBXD5.)(Top))Results)for)the)titration)of)UBXD5)into)a)solution)containing)5mM)of)each)fluorescent)fusion)construct.)2)replicates)at)each)concentration)were)measured.)The)line)is)the)fitted)saturation)binding)curve)as)determined)by)GraFit.)(Bottom)Left))Ribbon)representation)of)the)structure)of)the)titrant.)(Bottom)Right))Assay)results.))) !
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4.2.1.4. UBXD7!
)
)
Kd)(µM)) Standard)Error)12.6) 4.6)
)
Figure)4.8:)FRET)Titration)Assay)of)UBXD7.)(Top))Results)for)the)titration)of)UBXD7)into)a)solution)containing)5mM)of)each)fluorescent)fusion)construct.)8)replicates)at)each)concentration)were)measured.)The)line)is)the)fitted)saturation)binding)curve)as)determined)by)GraFit.)(Bottom)Left))Ribbon)representation)of)the)structure)of)the)titrant.)(Bottom)Right))Assay)results.))
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4.2.1.5. FAF1!
)
)
Kd)(µM)) Standard)Error)15.4) 3.4)
)
Figure)4.9:)FRET)Titration)Assay)of)FAF1.)(Top))Results)for)the)titration)of)FAF1)into)a)solution)containing)5mM)of)each)fluorescent)fusion)construct.)6)replicates)at)each)concentration)were)measured.)The)line)is)the)fitted)saturation)binding)curve)as)determined)by)GraFit.)(Bottom)Left))Ribbon)representation)of)the)structure)of)the)titrant.)(Bottom)Right))Assay)results.)) !
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!
4.2.1.6. GST!
)
)
Kd)(µM)) Standard)Error)N/A) N/A)
)
Figure)4.10:)FRET)Titration)Assay)of)GST.)(Top))Results)for)the)titration)of)GST)into)a)solution)containing)5mM)of)each)fluorescent)fusion)construct.)6)replicates)at)each)concentration)were)measured.)The)line)is)the)fitted)saturation)binding)curve)as)determined)by)GraFit.)(Bottom)Left))Ribbon)representation)of)the)structure)of)the)titrant.)(Bottom)Right))Assay)results.)) )
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4.2.1.7. p47!Loop!Mutant!
)
)
Kd)(µM)) Standard)Error)N/A) N/A)
)
Figure)4.11:)FRET)Titration)Assay)of)the)p47)loop)mutant)construct.)(Top))Results)for)the)titration)of)the)p47)loop)mutant)into)a)solution)containing)5mM)of)each)fluorescent)fusion)construct.)6)replicates)at)each)concentration)were)measured.)The)line)is)the)fitted)saturation)binding)curve)as)determined)by)GraFit.)(Bottom)Left))Ribbon)representation)of)the)structure)of)the)titrant.)(Bottom)Right))Assay)results.))) !
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4.3. Discussion!
4.3.1. Comparison!of!Kd!measured!by!FRET!vs!measured!by!ITC!Affinities)measured)by)FRET)were)compared)with)those)measured)by)ITC.))Protein) Measured)by)FRET) Measured)by)ITC)) Kd)(µM)) Standard)Error) Kd)(µM)) Standard)Error)p97)N9domain)(construct)5d)) 4.90) 1.61) 9) 9)p47)UBX)domain)(construct)9g))) 0.56) 0.13) 0.42) 0.03)UBXD5) 60.6) 27.6) 6.58) 0.58)UBXD7) 12.6) 4.6) 2.27) 0.13)FAF1) 15.4) 3.4) 3.77) 1.44)GST) No)Binding) 9) 9) 9)p47)UBX)domain)mutant) No)Binding) 9) 9) 9)Table)4.1:)Binding)parameters)of)p97)partner)proteins)as)measured)by)a)FRET)competition)assay)and)ITC.)FRET)assay)values)and)errors)are)calculated)as)an)average)of)several)repeats.))ITC)results)were)obtained)from)Dr.)Patrik)Kloppsteck)of)the)Freemont)Group,)Imperial)College)London.)ITC)values)were)obtained)from)a)single)run)with)the)error)determined)by)the)fitting)model.)Results)from)other)titrations)of)the)same)proteins)with)larger)errors)were)discarded.))The) dissociation) constants) of) all) the) partner) proteins) as) measured) by) the) FRET) assay) are) broadly)similar) to) the)results)measured)by) ITC)(obtained) from)Dr.)Patrik)Kloppsteck)of) the)Freemont)Group)Imperial)College)London).)Importantly)they)all)seem)to)have)the)same)rank)order)of)affinity,)with)p47)being) by) far) the) strongest) and) UBXD5) being) the) weakest.) Additionally) both) GST) and) the) p47) UBX)domain)mutant)fail)to)bind)and)give)a)broadly)flat)response)from)the)FRET)assay.)This)is)to)be)expected)as)GST)does)not)contain)the)any)kind)of)p97)binding)motif)and)the)S3/S4)loop)of)the)p47)UBX)domain)mutant)has)been)altered)to)prevent)binding.)The) slightly) lower)affinities)observed) in) the)FRET)assay)are)possibly)a) result)of) the) fluorescent)p97)construct,) to) which) all) but) one) of) the) controls) are) binding.) The) p97) N9domain) in) this) construct) is)smaller)than)that)used)in)the)ITC)experiments)and)is)possibly)binding)less)well)to)the)p97)cofactors)as)a)result.)Furthermore,)the)fluorescent)tags)are)likely)to)cause)some)degree)of)steric)hindrance)that)will)affect)the)binding)to)ligands.)Nevertheless,)the)results)indicate)that)the)FRET)assay)is)an)effective)assay)in)measuring)binding)affinities)to)within)an)order)of)magnitude)of)direct)measurement)by)ITC.))
4.3.2. Assay!Artefacts!On)a)number)of)the)assays,)the)signal)can)be)seen)to)fluctuate)to)either)side)of)the)fitted)binding)curve.)The) likely) source) of) this) zig9zag) artefact) is) method) of) loading) the) plates.) Using) an) 89tip)multi9well)pipette)every)other)well)was)filled)in)the)3849well)plate,)followed)by)the)remaining)wells.)This)is)likely)to)cause)a)marginal,)alternating)difference)in)the)volume)or)concentration)across)the)wells)in)the)plate)(Figure)7.3,)Page)139).)This)is,)however,)unlikely)to)affect)the)results)significantly.))
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4.3.3. Assessing!the!Quality!of!the!Assay!Using!the!Z8Factor!Identifying)hits)from)a)High)Throughput)Screening)(HTS))assay)is)largely)dependent)on)the)suitability)or)the)quality)of)the)assay)itself.)The)parameters)that)define)the)“suitability”)of)an)assay,)however,)are)not)well)defined.)Consequently)it)is)difficult)to)compare)the)quality)of)assays)directly.139)An) effective) HTS) Assay) should) be) rapid,) high9throughput) and) only) use) small) sample) volumes) (and)consequently) low) quantities) of) reagents).) These) are) all) factors) that) have) so) far) been) taken) into)consideration.)Further)factors)that)need)to)be)determined)are)sensitivity,)reproducibility)and)accuracy)in)order)to)identify)active)compounds)(called)“hits”).)Two)of)the)most)common)expressions)to)indicate)the)quality)of)an)assay)are)the)signal9to9noise)ratio)(S/N))and)signal9to9background)ratio)(S/B).)The)signal9to9noise)ratio)is)most)commonly)defined)as)the)following:)
S / N = mean signal−mean backgroundstandard deviation of background )It) is)clear)that)the)S/N)ratio)only)defines)the)degree)to)which)a)signal)can)be)differentiated)from)the)associated)background)noise.)It)does)not)contain)any)information)regarding)the)variability)of)the)data)itself.))Another)expression,)the)signal9to9background)ratio,)is)defined)as)the)following:))
S / B = mean signalmean background )This)is)distinct)from)the)signal9to9noise)ratio)as)it)contains)no)information)regarding)data)variation)in)the)background.))Every) assay) methodology) will) have) an) intrinsic) degree) of) variability) along) with) the) perturbations)introduced) by) human) and) instrument9associated) random) error.) Nonetheless,) hits) still) need) to) be)identified) despite) such) signal) variation.) As) a) result,) any)measure) of) the) reproducibility) of) an) assay)must) include) some) assessment) of) both) the) signal) and) background) data) variability.) Neither) of) the)expressions) above) take) into) account) all) of) these) variables) and) are) therefore) of) limited) use) in)determining)assay)quality.)An)example)where)both)S/N)and)S/B)ratios)fail)to)reflect)the)assay)quality)is)show)in)Figure)4.12.))
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)Figure)4.12:)Comparison)between)signal9to9noise,)signal9to9background)and)Z9factor.)The)figure)above)displays)two)hypothetical)assays)in)which)positive)and)negative)controls)are)scanned)in)an)activation)type)assay,)i.e.,)a)higher)activity)level)represents)a)“hit”.)In)A,)the)assay)shown)has)a)mean)signal)of)50)and)a)mean)background)of)10.)In)B)the)assay)shown)has)a)mean)signal)of)100)and)a)mean)background)of)10.)In)both)assays)the)standard)deviation)of)the)background)is)3.3.)From)these)variables)it)is)calculated)that)A)has)an)S/N)ratio)of)12)and)an)S/B)ratio)of)5)and)B)has)an)S/N)ratio)of)27)and)an)S/B)ratio)of)10.)This)suggests)that)the)assay)in)B)performed)better)than)the)assay)in)A.)However,)empirically,)it)can)be)seen)that)the)data)in)A)varies)less)and)it)is)easier)to)determine)if)any)single)data)point)belongs)to)the)signal)or)the)background.)Consequently,)whilst)S/N)and)S/B)ratios)have)their)place,)they)are)in)and)of)themselves,)inadequate)to)reflect)assay)quality.)139))To)better)assess)the)quality)of)an)assay,)a)screening)window)coefficient)known)as)the)Z9factor)may)be)used.) It) takes) into) account) both) the) assay) signal) dynamic) range) and) the) data) variation) of) both) the)signal)and)background)measurements.)Furthermore,)it)gives)a)simple)dimensionless)output)that)can)be)compared)between)assays)of)different)formats.)To)validate)an)assay)using)this)method,)several)plates)containing) both) positive) and) negative) controls) must) be) run) to) get) an) overall) assessment) of) the)reproducibility)and)signal)variation.)To)define)the)Z9factor,)the)following)notation)is)used:)μs,)μc9,)μc+)are)the)means)of)the)sample)signal,)the) negative) control) signal) and) the) positive) control) signal) respectively) and) σs,) σc9,) σc+) are) the)standard)deviations) of) the) sample) signal,) the) negative) control) signal) and) the) positive) control) signal)respectively.)The)difference)of)the)means)of)the)positive)and)negative)controls)gives)the)assay)dynamic)range.)!!! − !!! )=)assay)dynamic)range)The)data)variation)band)is)defined)as)the)mean)of)a)set)of)samples)±)3)standard)deviations.)! ± 3!!=)data)variation)band)The)separation)band)is)the)gap)between)the)sample)and)control)and)helps)defines)the)useful)window)in)which)a)hit)can)be)identified.)The)separation)band)can)be)expressed)as)the)following:)!! − !! − 3!! + 3!! )=)Separation)Band)
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Where) !! − !! !is)the)absolute)value)of)the)assay)dynamic)range.))
)The)expression)for)the)separation)band)can)be)used)for)both)activation)type)assays)(where)μc)>)μs))or)the) inhibition) type)assays) such)as) the)FRET)based)p97)cofactor)binding)assay) ) (where)μc)<)μs).) For)activation) assays) μc) and) σc) need) to) be) replaced) by) μc+) and) σc+) and) for) inhibition) assays) need) to) be)replaced)by)μc9)and)σc9.)It) is) clear) from) this) that) the) size)of) the) separation)band) (or) signal)window)) is) an)essential) factor) in)being)able)to)identify)hits)from)a)library)of)compounds.)The)Z9factor)is)defined)as)the)ratio)of)the)sep9aration)band)to)the)signal)dynamic)range)of)the)assay:)
! = !! − !! − (3!! + 3!!)!! − !! )Or)upon)rearrangement,)
! = 1− (3!! + 3!!)!! − !! )This) coefficient) takes) into) account) the) dynamic) range) of) the) assay) signal,) the) data) variation) of) the)sample) measurements) and) the) variation) in) the) data) from) the) controls.) It) therefore) gives) a) more)complete) assessment) of) the) ability) of) an) assay) to) identify) hits) and) defines) the) quality) of) the) assay.)Furthermore,)the)output)of)the)equation)is)a)simple)dimensionless)value)that)can)be)used)as)a)direct)comparison)between)assays)of)different)formats)(Table)4.2).))
)Figure)4.13:)Illustration)of)the)parameters)used)for)Z9factor)calculation.)In)this)model)the)data)is)assumed)to)follow)a)normal)distribution.))
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) Z9factor)Value) Structure)of)assay) Interpretation)1) Standard)deviation)is)zero)or)the)dynamic)range)tends)to)infinity) As)ideal)assay)1)>)Z)≥)0.5) Separation)band)is)large) An)excellent)assay)0.5)>)Z)≥)0) Separation)band)is)small) A)good)assay)0) No)separation)band,)the)sample)signal)variation)and)control)signal)variation)bands)touch) A)yes/no)type)assay)<)0) No)separation)band,)the)sample)signal)variation)and)control)signal)variation)bands)overlap) Screening)is)not)possible)Table)4.2:)Output)interpretation)of)the)Z9factor)equation.))A)related)coefficient,)known)as)the)Z'9factor)can)be)calculated)using)only)the)control)data:)
!! = 1− (3!!! + 3!!!)!!! − !!! )The)Z'9factor)was)calculated)for)the)each)of)the)positive)controls)run)through)he)assay)thus)far)(Table)4.3).)The)results)vary)between)0.6190.8)indicating)that)the)assay)is)of)good)quality)and)that)it)should)be)possible)to)distinguish)hits)from)the)background.)) Protein) Z’)Factor)p97)N9domain) 0.61)P47)UBX)domain) 0.71)UBXD5) 0.68)UBXD7) 0.80)FAF1) 0.62)Table)4.3:)Z’9factor)results)for)each)positive)control)assay.))The) Z'9factor) is) a) property) of) an) assay) itself) in) the) absence) of) test) compounds.) It) is) therefore)appropriate) for) determining) overall) assay) quality) whereas) the) Z9factor) determines) the) quality) of) a)configured)assay)for)a)particular)high9throughput)screen.)A)comparison)of)the)Z)and)Z’)within)an)assay)can)reveal)the)effect)of)the)compound)library.)If)the)Z’)>>)Z)where)both)Z')and)Z)are)>0,)this)suggests)that)the)compound)library)or)concentration)at)which)the)compounds)are)being)screened)needs)to)be)optimized.)
4.3.4. Hit!Selection!In)addition)to)the)Z9factor,)a)high9quality)HTS)assay)should)be)able)to)identify)hits)with)a)high)degree)of) confidence.) In) other) words,) there) should) be) a) minimum) number) of) false) positives) and) false)
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negatives.)Whilst)the)confirmation)rate)of)hits)is)related)to)the)Z9factor,)it)is)also)determined)by)the)hit)limit)selection,)and)the)hit)profile.)The)hit)profile)from)a)primary)screen)is)largely)governed)by)two)factors:)The)compound)library,)which)in)this)case)is)limited)by)the)inhibitor)design)methodology;)and)the)concentration)of)compounds)used)in)the)screen.)In)practice,)however,)the)hit)limit)is)often)set)at)a)level)that)provides)a)practical)number)of) compounds) to) test) in) secondary) screens.) Large) numbers) of) false) positives) will) be) removed) in)secondary)screening,)and)the)number)of)false)negatives)will)be)limited)as)far)as)is)practical)by)lowering)the)hit)limit.)
! !
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Chapter!5. Assay!Results!
5.1. Experimental!Setup!Following) the) validation) of) the) assay) in) Chapter) 4,) a) broadly) similar) format) was) used) to) assay) for)inhibitor)activity)but)with)two)stages.)Initially,) each) compound) was) assessed) in) duplicate) at) single) concentrations.) This) enabled) a)preliminary)analysis)of)large)numbers)of)compounds)in)parallel.)Very)high)working)concentrations)of)2)mM) were) used) in) order) to) account) for) the) inevitably) weaker) affinity) of) small) molecules) with) PPI)interfaces.)A)cut9off)of)was)set)whereby)compounds)that)resulted)in)more)than)a)5%)decrease)in)FRET)emission)were)considered)“hits”.140)This)provided)a)practical)number)of)compounds)to)be)titrated)in)the)second)stage.))The)secondary)assay)was)a)titration)under)the)same)conditions)as)the)positive)controls)to)determine)affinity)of)the)hits)from)the)single)point)assay)(Figure)7.3,)Page)139).)
5.2. Peptide!Inhibitors!
5.2.1. Single!Point!Assay!Results!)
)Figure)5.1:)Single)point)assay)of)peptide)inhibitor)candidates.)Vertical)bars)give)the)emission)at)535)nm)from)a)mixture)of)5)µM)of)each)of)the)fluorescent)protein)constructs)upon)the)addition)of)peptides)at)a)working)concentration)of)2)mM.)The)black)horizontal)line)gives)the)average)emission)at)535)nm)in)the)absence)of)any)peptides.)The)red)horizontal)line)shows)the)cut9off)for)a)5%)decrease)in)emission.)Any)bars)below)this)cut9off)are)progressed)to)the)next)stage.)Peptide)P.1.1)(highlighted)red))is)the)only)peptide)that)gives)a)sufficient)decrease)in)the)FRET)emission.)))
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The) results) from) the) single) point) assay) of) the) peptide) inhibitor) candidates) is) shown) in) Figure) 5.1.)These)data)support)the)results)from)the)NMR)assay,)demonstrating)that)P.1.1)is)the)only)significantly)effective) peptide) from) the) first) eight) designs.) Interestingly) P.1.2,) which) is) very) similar) in) structure)P.1.1,)shows)no)activity)at)all)in)this)assay.)Furthermore,)in)the)NMR)assay,)titration)of)this)peptide)into)a) solution) of) p97) N9domain) resulting) in) aggregation) of) the) protein.) It) is) possible) that) the) new)fluorescent)protein)construct)is)more)stable)than)the)original,)perhaps)as)a)result)of)the)steric)bulk)of)the)fluorescent)protein)preventing)allosteric)binding)to)the)p97)construct.)It)may)also)be)possible)that)the)presence)of)bound)p47)stabilised)the)construct.))The) similarity) of) the) peptide) sequences) to) the) native) loop) also) seems) to) be) reflected) in) the) assay)results.)P.1.1)is)the)most)similar)and)gives)the)highest)level)of)inhibition.)The)similarity)along)with)the)level)of)inhibition)decreases)up)to)P.1.8)which)is)quite)dissimilar)to)the)native)loop)and)consequently)shows)no) inhibition.)This)recapitulates) the) importance)of) the)S3/S4) loop)sequence) in)binding) to) the)p97N9domain.)Due)to)low)quantities)of)peptide)following)the)single)point)assays,)and)the)fact)that)inhibition)data)for)P.1.1)has)already)been)gathered,)no)titration)was)performed.)
5.2.2. Compound!Optimisation!The)assay)results)from)the)first)generation)of)peptides)seem)to)indicate)that)short)peptides)are)a)viable)approach)to)the)design)of)p97)inhibitors.)A)second)generation)was)therefore)designed)which)expanded)on) the) original) sequences) derived) from) the) S3/S4) loop.) These) new) peptide) designs) incorporated)different) amino) acids) from) the) same) S3/S4) structure) in) different) orthologues.) Several) were) also)designed) of) a) longer) length) including) more) of) the) native) sequences.) Cysteines) were) again) used) to)constrain)the)peptides)with)alanine)substitutions)as)controls)(Table)5.1).))) Name) Sequence)P.2.1) CTTFPNC)P.2.2) ATTFPNA)P.2.3) CSTFPRC)P.2.4) ASTFPRA)P.2.5) CMTTFPNKC)P.2.6) AMTTFPNKA)P.2.7) CLSTFPRRC)P.2.8) ALSTFPRRA)Table)5.1:)Second)Generation)Peptide)Sequences))))
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5.2.3. Secondary!FRET!Assay!Results!
)Figure)5.2:)FRET)titration)assay)of)second)generation)peptides.)Peptides)P.2.19P.2.8)titrated)into)a)solution)containing)5mM)of)each)fluorescent)fusion)construct.)2)replicates)at)each)concentration)were)measured.))The)results)from)the)titration)of)the)second)generation)peptides)shows)that)none)are)able)to)decrease)the)FRET)emission)indicating)that)none)are)able)to)bind)to)p97)and)inhibit)the)interaction.)Whilst)the)FPR)sequence)has)remained)constant,)the)outer)chain)in)these)peptides)has)been)changed)significantly.)It)is)likely)that)this)section)also)plays)an)important)role)in)binding)(as)evidenced)by)the)lack)of)activity)in)the)much)shorter)chains)in)the)first)generation)compounds).)It)is)however)possible)that) the) assay) has) failed) in) this) instance) as) there) was) no) positive) control) to) confirm) the) results.)Consequently)it)the)assay)may)need)to)be)run)again)to)confirm)the)results.))) )
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5.3. Virtual!Ligand!Screening!Inhibitors!
5.3.1. Single!Point!Assay!Results!
)Figure)5.3:)Single)point)assay)of)small)molecule)inhibitor)candidates.)Vertical)bars)give)the)emission)at)535)nm)from)a)mixture)of)5)µM)of)each)of)the)fluorescent)protein)constructs)upon)the)addition)of)compounds)at)a)working)concentration)of)2)mM.)The)black)horizontal)line)gives)the)average)emission)at)535)nm)in)the)absence)of)any)peptides.)The)red)horizontal)line)shows)the)cut9off)for)a)5%)decrease)in)emission.)Any)bars)below)this)cut9off)(highlighted)red))are)progressed)to)the)next)stage.))33)compounds)from)the)virtual)ligand)screen)were)ordered)for)testing)(Appendix)A).)The)results)from)the) single)point) assay)of) the) virtual) ligand) screening) inhibitor) candidates) is) shown) in)Figure)5.3.) In)total,) four)compounds)were)found)to)decrease)the)FRET)emission)at)535)nm)by)>5%)(highlighted) in)red).) Of) those) four,) one)was) found) to) decrease) the) fluorescence) by) approximately) 20%) (compound)VLS.1.26)) and) another) by) 40%) (Compound) VLS.1.8).) This) is) significantly) larger) that) the) ~10%)maximum)decrease)in)emission)seen)upon)titration)of)the)positive)controls.)This)suggests)the)decrease,)in)these)cases,)is)being)caused)by)a)mechanism)other)than)inhibition)of)the)protein9protein)interaction.)It) was) observed) that) both) of) these) compounds) formed) coloured) solutions) with) a) small) amount) of)aggregate)when)dissolved)in)the)aqueous)assay)buffer.)It)is)possible)that)the)decrease)in)emission)from)the)system)at)535)nm)is)simply)due)to)the)absorption)of)the)light)by)the)coloured)compounds)or)the)aggregate.)The)other)two)compounds)selected)from)this)scan)(VLS.1.14)and)VLS.1.21))gave)decreases)in)emission)of)approximately)6%.)They)also) formed)clear)and)colourless)solutions)when)mixed)with)the)aqueous)assay)buffer.))The)secondary)assay)was)used)to)elaborate)on)these)results)by)determining)the)affinity)of)the)hits)as)well)as)helping)to)identify)false)positives.))
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5.3.2. Titration!Results!Compound)VLS.1.8)
)Compound)VLS.1.26)
)Figure)5.4:)FRET)assay)titration)of)compounds)VLS.1.8)and)VLS.1.26.)Compounds)were)titrated)into)a)mixture)of)5)µM)of)each)of)the)fluorescent)protein)constructs.)3)replicates)at)each)concentration)were)measured.)
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Titration)of)compounds)VLS.1.8)and)VLS.1.26)under)the)same)conditions)as)the)positive)control)assays)appears) to) give) a) linear) dependence,) proportional) to) the) concentration) of) the) titrant.) This) strongly)suggests) that) the) decrease) in) fluorescence) is) a) result) of) the) light) being) adsorbed) by) the) coloured)compounds) and)not) by) inhibition) of) protein9protein) binding)which)would) give) a) saturation) binding)curve.)) )
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Compound)VLS.1.14)
)
)
Kd)(µM)) Standard)Error)800) 383)
)
Figure)5.5:)FRET)Titration)Assay)of)compound)VLS.1.14.)(Top))Results)for)the)titration)of)the)compound)VLS.1.14)into)a)solution)containing)5mM)of)each)fluorescent)fusion)construct.)3)replicates)at)each)concentration)were)measured.)The)line)is)the)fitted)saturation)binding)curve)as)determined)by)GraFit.)(Bottom)Left))Structure)of)the)titrant.)(Bottom)Right))Assay)results.))) )
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Compound)VLS.1.21)
)
)
Kd)(µM)) Standard)Error)469) 223)
)
Figure)5.6:)FRET)Titration)Assay)of)compound)VLS.1.21.)(Top))Results)for)the)titration)of)the)compound)VLS.1.21)into)a)solution)containing)5mM)of)each)fluorescent)fusion)construct.)3)replicates)at)each)concentration)were)measured.)The)line)is)the)fitted)saturation)binding)curve)as)determined)by)GraFit.)(Bottom)Left))Structure)of)the)titrant.)(Bottom)Right))Assay)results.))) !
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Titration) of) compounds) VLS.1.14) and) VLS.1.21) under) the) same) conditions) as) the) positive) control)assays) appears) to) give) a) saturation9binding) curve.) This) is) indicative) of) small9molecule) binding) and)inhibition)of)the)protein9protein)interaction.)The)affinities)calculated)are)in)the)range)4009800)mM.)This)is)nearly)2009400)times)weaker)than)the)binding)of)the)p97)partner)proteins)and)indicates)a)large)amount)of)optimisation)will)be)required.)By)analysing) the) structure) and) developing) analogues) to) develop) a) preliminary) structure) activity)relationship,)it)may)be)possible)to)improve)the)affinity)of)these)compounds.)It)should)be)noted)that)all)the)molecules)from)the)original)single)point)assay)were)selected)from)a)large)chemical) library) to) share) similar) features) to) the) native) loop.) As) such) the) recognition) of) these)similarities)does)not)constitute)proof)of)binding,)which)is)why)it)is)necessary)test)activity)directly)using)an) appropriate) assay.) It) may,) however,) give) a) starting) point) for) a) structure) activity) relationship,)enabling)the)design)of)rational)modifications)to)improve)the)affinity)of)the)molecule)with)p97.)
5.3.3. Compound!Optimisation!)
)Compound)VLS.1.21)(Figure)5.7)) is)an)unnatural)tripeptide)that)shares)a)number)of)similarities)with)the) original) FPR) sequence) from) the) p47) S3/S4) loop.) The) N9terminus) of) the) S3/S4) loop) is) a)phenylalanine) which) is) matched) by) a) C9terminal) phenylalanine) in) compound) VLS.1.21.) The) central)proline)in)the)native)loop)allows)for)the)tight)bend)in)the)structure)and)this)is)reflected)in)compound)VLS.1.21)with)an)ortho9substituted)benzene.)Both)of)these)groups)would)give)an)angle)of)60°)however)the)benzene)also)confers)aromaticity)to)this)region.)It)is)uncertain,)at)this)stage,)whether)this)improves)
) )FPR)Sequence)from)p47)S3/S4)Loop) Compound)VLS.1.21))
Figure)5.7:)Comparison)of)S3/S4)loop)and)compound)VLS.1.21.))The)structure)of)compound)VLS.1.21,)given)as)a)hit)from)the)virtual)ligand)compound)screen)(right))shows)a)number)of)similarities)to)the)SPR)sequence)of)the)p47)S3/S4)loop)(left).))It)is)a)tripeptide)in)a)reverse)sequence)to)the)native)loop.)An)N9terminal)phenylalanine)in)the)native)loop)is)matched)by)a)C9terminal)phenylalanine)in)the)compound)21)(highlighted)in)blue).)The)proline)in)the)native)loop)is)replaced)with)an)ortho9substituted)benzene)ring)(highlighted)in)red).)This)gives)a)very)similar)geometry)to)the)cis9proline)in)the)S3/S4)loop.)The)N9terminal)arginine)is)replaced)with)a)C9terminal)furan)ring.)This)bares)little)similarity)to)the)native)loop)and)would)be)a)good)target)for)optimisation.))
NH
O
N O
HN
O
NH
HN NH
HN
O
O
O
HN
HO
O
Chapter(5.(Assay(Results(
101(
or) hinders) the) binding.) The) C9terminus) of) the) SPR) sequence) is) an) arginine.) ) This) confers) a) positive)charge) and) ability) to) form) multiple) H9bonds) to) the) structure.) It) is) likely) to) be) important) for) the)stability)of)the)interaction.)Compound)VLS.1.21)contains)a)furan)ring)in)this)position.)This)is)not)very)reflective)of)the)native)loop)and)may)represent)a)good)target)for)the)optimisation)of)this)compound.)As)compound)VLS.1.21)is)essentially)a)tripeptide)with)a)reversed)sequence)from)the)original)loop,)the)D9isomers) of) the) peptides)would) need) to) be) used.) These) adopt) a) side) chain) topology) similar) to) the)native)L9amino)acid)sequence)of) its)parent)molecule,)but)with) inverted)amide)peptide)bonds.)This) is)referred) to)as)a) retro9inverso)peptide.)The)advantage)of) this) type)of)molecule) is) that) it) often)makes)peptides) fully) stable) in) human) plasma) and) tissue)whilst,) in)most) cases,) preserving) their) activity.141)Compound)VLS.1.21)was)ordered)as)a)91%)pure,)racemic)mixture.)It)is)likely)that)an)enantiomerically)pure) and) more) carefully) isolated) sample) would) potentially) double) the) measured) affinity.) This) is)therefore)an)important)consideration)for)future)syntheses.))
) )FPR)Sequence)from)p47)S3/S4)Loop) Compound)VLS.1.14)
Figure)5.8:)Comparison)of)S3/S4)loop)and)compound)VLS.1.14.)The)structure)of)compound)VLS.1.14,)given)as)a)hit)from)the)virtual)ligand)compound)screen)(right))may)show)some)similarities)to)the)SPR)sequence)of)the)p47)S3/S4)loop)(left))however)the)exact)reason)for)biding)is)uncertain)at)this)point.))Compound)VLS.1.14)(Figure)5.8)) is)also)a)similar) in)structure) to)a) tripeptide)but)with) fewer)notable)features.)It)is)possible)that)the)benzene)rings)in)the)structure)are)taking)a)position)similar)to)the)two)rings) in) compound;) that) is) in) place) of) the) proline) ring) and) the) phenylalanine) aromatic) ring) in) the)native)S3/S4)loop)of)p47.)Whether)VLS.1.14)mimics)the)loop)as)expected,)and)if)so)how)it)mimics)the)loop,)is)uncertain.)) !
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As) both) hit) compounds) are) short) peptides,) they) are) amenable) to) rapid,) automated) solid) phase)synthesis) using) either) natural) or) artificial) amino) acids.) This) makes) preparing) large) libraries) of)variations)on)the)original)compounds)synthetically)tractable.)))Compound)VLS.1.21) is)more)obviously)a) close)analogue) to) the)native)S3/S4) loop.)Consequently) it) is)easier) to)make) rational) changes) to) the) structure) in) order) to) increase) the) affinity.)Whilst) it)may) be)worth)pursuing)the)VLS.1.17)in)future,)this)project)will)focus)on)the)optimisation)of)VLS.1.21.)Given)the)limited)time)available)at)this)point)in)the)project,)no)further)compounds)were)synthesised.)Instead,) a) selection) of) commercially) available) analogues) was) ordered) from) both) Chembridge) and)Enamine)Ltd.))In)order)to)choose)analogues)for)testing,)the)compound)VLS.1.21)(Figure)5.9))was)considered)as)three)separate)units;)one)for)each)amino)acid)in)the)tripeptide.)When)one)of)these)peptide)units)was)varied,)the)other)two)would)be)kept)the)same.)In)this)way,)the)effect)of)the)each)peptide)could)be)assessed)and)a)preliminary)structure)activity)relationship)could)be)developed.))
)Figure)5.9:)Hit)compound)VLS.1.21.)Each)individual)unit)to)be)varied)is)highlighted)with)a)separate)colour.)) )
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The)first)unit)to)be)altered)is)the)C9terminal)phenylalanine)(Figure)5.10).) )As)discussed)before)this)is)likely)to)be)analogous)to)the)N9terminal)phenylalanine)alanine)in)the)native)loop)of)p47)which)inserts)into) the) N9domain) cleft) on) p97) and) makes) contact) with) a) hydrophobic) patch) of) residues) in) this)subdomain.4)The)benzene)ring)is)therefore)likely)to)be)important)for)the)interaction.))Several)alterations)in)which)the)ring)has)been)either)been)removed)or)replaced)will)demonstrate)the)importance)of)this)group.))Additionally)there)is)a)C9terminal)carboxylic)acid,)which)is)likely)to)contribute)a)negative)charge)in)the)slightly)basic)conditions)of)the)assay)(7.4)is)biological)pH).)Whilst)there)is)no)analogous)group)in)the)native)loop,)this)may)still)contribute)to)the)binding)affinity)of)the)molecule.)In)order)to)determine)this,)several) further) analogues)were) ordered) in)which) this) group)was) altered.) VLS.2.1) is) a)methyl) group)which)removes)the)charge)altogether)and)VLS.2.6)is)a)tertiary)amine.))
)Figure)5.10:)Variations)of)VLS1.21)in)which)the)phenylalanine)unit)has)been)varied.)) )
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The)next)unit)to)be)altered)is)the)ortho9substituted)benzene)(Figure)5.11).)This)is)thought)to)mimic)the)cis9proline) in) the)native) loop,) so) the) geometry) of) this) group) is) key.) It) is) possible,) however,) that) the)aromatic)ring)confers)some)stability)to)the)interaction.)No) commercially) available) analogues)were) found) in)which) only) the) arene) substitution) pattern)was)altered.)This)would)be)the)most)effective)way)to)determine)the)importance)of)the)geometry.)Similarly,)no)commercially)available)analogues)were)found)in)which)the)ring)could)be)replaced)but)the)geometry)and)structure)of)the)rest)of)the)molecule)could)be)preserved.)This)would)be)the)best)way)to)determine)the) effect) of) the) aromatic) ring,) which) is) most) likely) a) hydrophobic) interaction.) (No) π9π) stacking)interactions) are) observed) in) the) crystal) structure)between) the)phenylalanine) in) the) S3/S4) loop) and)p97)or)in)the)docking)study)of)VLS.1.21).)These)are)both)obvious)adaptions)for)future)experiments.)A) series) of) compounds) were) nonetheless) ordered) in) which) the) ortho9substituted) benzene) was)replaced)with)an)enone.)All) of) these) structures)have) lost) the) locked9in)geometry)and) the) size)of) the)group)has) increased.) It) is) still)possible,)however,) for) the)enone) to) take)on) the)correct)geometry)and)there) is) still) an) aromatic) ring) present) in) the) structure.) VLS.2.8) is) the) most) similar) to) the) original)structure)and)may)retain)some)affinity)for)p97.))
)Figure)5.11:)Variations)of)VLS1.21)in)which)the)ortho9substituted)benzene)unit)has)been)varied.)) )
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The) final) to) be) varied) unit) is) a) furan) ring) (Figure) 5.12).) This) confers) the) ability) to) form) multiple)hydrogen9bonds) to) the) structure.) In) the) native) structure,) an) arginine) (or) Asparagine) in) some)homologues))forms)a)hydrogen)bond)interaction)with)an)oxygen)atom)on)glutamic)acid)within)the)N9domain)in)p97)(Glu)141).)The)furan)ring)in)compound)VLS.1.21)may)also)be)forming)hydrogen)bonds.)Changing) this) group) is) likely) to) have) a) significant) effect) on) the) interaction.) Two) compounds) were)ordered)in)which)this)group)was)replaced)with)aromatic)rings)without)the)positive)charge)or)hydrogen)bonding)activity.)This)will)help)determine)if)the)charge)and)hydrogen)bonding)are)essential)or)whether)the)some)interaction)via)the)aromatic)ring)is)sufficient.)Whilst) in) future) it) may) be) helpful) to) compare) VLS.1.21) to) structure) in) which) the) third) unit) more)accurately)reflects)the)arginine)in)the)native) loop,)no)commercially)available)compounds)of)this)type)were)found)for)this)study)and)would)have)to)be)synthesised.))
)Figure)5.12:)Variations)of)VLS1.21)in)which)the)furan)unit)has)been)varied.))A)final)set)of)compounds)was)ordered)in)which)the)ortho9substituted)benzene)ring)was)replaced)by)a)para9substituted)ring)(Figure)5.13).)Ideally)this)would)have)been)done)whilst)the)rest)of)the)molecule)stayed)the)same,)however)no)such)commercially)available)compounds)were)found.)Consequently)two)compounds) were) ordered) in) which) the) phenylalanine) unit) (highlighted) blue)) was) also) changed.)Assuming)no)significant)effects)are)found)in)the)compounds)where)the)phenylalanine)unit)is)altered,)it)may)be)possible)to)investigate)the)effects)of)the)ring)geometry)using)these)compounds.)Given)what)is)known,) no) activity) should) be) observed) from) them,) confirming) the) role) of) the) second) unit) in) the)structure.))
)Figure)5.13:)Variations)of)VLS1.21)in)which)the)phenylalanine)unit)and)the)ortho9substituted)benzene)unit)has)been)varied.)
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5.3.4. Secondary!Results!–!Single!Point!Assay!)
)Figure)5.14:)Single)point)assay)of)small)molecule)inhibitor)candidates.)Vertical)bars)give)the)emission)at)535)nm)from)a)mixture)of)5)µM)of)each)of)the)fluorescent)protein)constructs)upon)the)addition)of)compounds)at)a)working)concentration)of)2)mM.)The)black)horizontal)line)gives)the)average)emission)at)535)nm)in)the)absence)of)any)peptides.)The)red)horizontal)line)shows)the)cut9off)for)a)5%)decrease)in)emission.)Any)bars)below)this)cut9off)(highlighted)red))are)progressed)to)the)next)stage.))The)results)from)the)single)point)assay)of)the)virtual)ligand)screening)inhibitor)candidates)is)shown)in)Figure)5.14.)VSL.1.21)was)used)as)a)positive)control)and)gave)the)same)results)as)previous)assays;)a)5%)decrease)in)fluorescence)at)2)mM)concentrations,)with)a)very)small)error.)VLS.1.33)was)previously)found)not)to)inhibit)and)was)used)as)a)negative)control.)This)also)gave)the)same)results)as)before;)no)inhibition)of)FRET)at)2)mM)concentrations.)Not)only)does)this)support)the)results) from)the)previous)assay,)it)also)suggests)that)this)assay)is)giving)comparable)results.)For) the) changes) on) the) first) unit,) no) compounds) are) seen) to) bring) the) fluorescence) down) to) the)previously) used) 5%) cut9off.) Compounds) VLS.2.2) and) VLS.2.4,) which) show) no) activity) at) all,) both)remove) the) hydrophobic) aromatic) ring,) which) is) thought) to) be) essential.) Compounds) VLS.2.1) and)VLS.2.6,) which) also) show) no) activity,) have) both) retained) the) ring) and) the) carboxylic) acid) has) been)removed.))This)suggests)the)carboxylic)acid,)which)would)carry)a)negative)charge)in)the)assay,)is)also)essential)to)the)binding)of)the)compound.)Compound)VLS.2.5)retains)the)carboxylic)acid)but)replaces)the)benzene)ring)with)an)Indole)ring.) )It) is)likely)that)the)increased)size)is)responsible)for)the)lack)of)activity) in) this) compound.) The) only) compound) that) shows) a)meaningful) decrease) in) this) section) is)compound)VLS.2.3.)This)is)the)most)similar)to)the)original)structure)and)only)adds)a)hydroxyl)group)in)the) para9position) of) the) benzene) ring.) This) change) is) not) enough) to) eliminate) activity) but) certainly)decreases)it.)It)is)possibly)due)to)the)decreased)hydrophobicity)of)the)ring.)
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In) the) second)unit,) the)ortho9substituted)benzene) ring)has)been)replaced)with)a) selection)of)enones)with)aromatic)rings.)VLS.2.9)shows)marginal)activity)and)suggests)that)the)shape)of)the)molecule)has)been)preserved.)Furthermore,)the)furan)ring)is)a)reasonable)replacement)for)the)benzene)ring)in)the)original)structure.)VLS.2.8)is)even)better,)showing)activity)comparable)to)that)of)the)original)hit.)This)also)contains)an)enone,)which)preserves)the)shape)of)the)molecule)but)contains)a)benzene)instead)of)a)furan.)This)is)more)similar)to)the)original)hit)molecule.)This)molecule)was)selected)for)further)testing)by)titration)as)it)passed)the)5%)decrease)previously)used)as)the)cut9off.)In)the)final)unit,)the)furan)ring)was)replaced)with)two)benzene)rings,)one)with)a)methyl)group)in)the)para9position.) Neither) of) these) show) activity,)most) likely) because) the) hydrogen) bonding) group) has)been)removed.)This)suggests)this)hydrogen)bond)is)essential)to)the)interaction.)The) final) two) compounds) replaced) both) the) ortho9substituted) benzene) with) a) para9substituted)benzene)in)the)centre)of)the)molecule)but)also)makes)changes)to)the)first)unit)in)the)molecule.)Neither)of)these)compounds)have)any)activity.)This)is)likely)to)be)a)result)of)removing)carboxylic)acid)in)in)the)phenylalanine)unit)as)well)as)dramatically)changing)the)geometry)of)the)centre)of)the)molecule.)
5.3.5. Secondary!Results!–!Titration!of!Hit!Compound)VLS.2.8)was)titrated)under)the)same)conditions)as)the)positive)controls.)The)results,)shown)in)Figure)5.15,)appear)to)give)a)saturation9binding)curve.)This)is)indicative)of)small9molecule)binding)and)inhibition)of)the)protein9protein)interaction.)The)affinity)calculated)seems)to)be)approximately)180)µM.)This)is)an)improvement)from)the)original)hit) however) due) to) many) outliers) in) the) titration) it) was) not) possible) to) plot) a) binding) curve)unambiguously.)Consequently)this)should)be)taken)as)a)provisional)value)pending)repeat)titrations.))
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Compound)VLS.2.8)
)
)
Kd)(µM)) Standard)Error)180.16) 94.14)
)
Figure)5.15:)FRET)Titration)Assay)of)compound)VLS.2.8.)(Top))Results)for)the)titration)of)the)compound)VLS.2.8)into)a)solution)containing)5mM)of)each)fluorescent)fusion)construct.)4)replicates)at)each)concentration)were)measured.)The)line)is)the)fitted)saturation)binding)curve)as)determined)by)GraFit.)(Bottom)Left))Structure)of)the)titrant.)(Bottom)Right))Assay)results.))
! !
NH
O
HO
O
HN
O
O
Chapter(6.(Discussion(and(Outlook(
109(
)
Chapter!6. Discussion!and!Outlook!
6.1. An!Affective!High8Throughput!Assay!
6.1.1. Preliminary!Assays!It)is)clear)that)the)ability)to)effectively)measure)the)binding)of)p97)to)its)partner)proteins)is)key)to)the)development)of)effective)p97)inhibitors.)Several)trial)assays)were)performed)throughout)the)course)of)this)project)including)Differential)Scanning)Calorimetry)(DSC),)Isothermal)Titration)Calorimetry)(ITC),)Heteronuclear) Single) Quantum) Coherence) NMR) Spectroscopy) (HSQC9NMR)) as) well) as) a) newly)designed)Förster)Resonance)Energy)Transfer)(FRET))based)assay.)ITC,)which)directly)measures)heat)during)a)binding)event,)was)found)to)be)effective)but)proved)to)be)slow)and) required) large)quantities) of) protein)which)were)difficult) to)prepare.)DSC,)which)measures)stabilisation)of)the)protein)upon)the)binding)of)a)ligand,)proportional)to)both)the)concentration)of)the)ligand) and) the) binding) affinity,) failed) to) give) repeatable) results.) As) such,) both) of) these) approaches)were)discarded)early)on)in)the)project.)HSQC9NMR) is) a)method) that) can)detect) ligand) interactions)with)a)protein)by)measuring) their)direct)effects) on) the) chemical) shift) of) cross9peaks) in) a) 2D9NMR) correlating) 15N) with) 1H) in) 15N) enriched)recombinant)protein)sample.89,)90,)142)This)method)proved)to)be)successful)and)provided)some)insight)into) the) binding) of) the) peptide) inhibitor) candidates,) however) it) was) also) slow) and) required) large)quantities) of) protein,)which)was) time) consuming) to) produce.) As) such,) it) is)more) appropriate) as) an)orthogonal)assay)to)confirm)the)results)from)a)higher)throughput)primary)screen.)
6.1.2. A!FRET!Based!Assay!Due)to)the)limitations)of)the)preliminary)assays,)a)FRET)based)assay)was)developed.)This)uses)labelling)rather) than) direct) measurements) of) protein9protein) binding) to) increase) the) signal) and) reduce) the)quantity)of)protein)needed.)This)was)done)by) fluorescently) labelling)p97)and)p47)using)a)FRET)pair)and)observing)the)binding,)or)lack)thereof,)by)irradiating)the)acceptor)fluorophore)and)measuring)the)FRET)emission)from)the)system.)Whilst) there)are)many)methods)with)which)proteins)can)be) labelled,)ultimately) translation) labelling)was) used.) Small) molecule) fluorophores) have) better) fluorescent) properties,) however) translational)labelling) is)more) replicable.) Furthermore,) following)molecular) cloning) of) the) gene,) it) is) faster) than)chemical)labelling)as)no)additional)steps)are)required)after)expression)and)purification.)In) total,) four) fusion)constructs)were)designed:)Two)of)p97)N9domain)with)a)with)a)cyan) fluorescent)protein)(CFP))attached)via)a)small)linker)to)each)terminus)and)two)of)p47)UBX9domain)with)a)yellow)fluorescent)protein)(YFP))attached)via)a)small)linker)to)each)terminus.)
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6.1.3. Testing!the!properties!of!the!fluorescence!constructs!The) four)new) fluorescent) fusion)constructs)were)all) assessed) for)expression,) solubility)and)stability.)Whilst) all) four) constructs) appeared) to) have) acceptable) properties,) ultimately) the) C9terminal) tagged)fusion)constructs)were)chosen)due)to)their)slightly)better)yields)and)greater)stability.)The) spectral) profile) of) these) two) constructs) matched) the) literature) spectrum) for) the) isolated)fluorescent) proteins.) Additionally,) binding) between) the) two) proteins) was) observed) as) a) relative)decrease) in) CFP) emission) and) increase) in) YFP) emission) only) attributable) to) FRET.) ) Both) of) these)observations)support)the)fact)that)both)the)host)protein)and)fluorescent)protein)are) folded)correctly)and)the)fluorescent)proteins)are)not)interfering)with)binding.))After)several)initial)trials,)a)format)was)selected)that)gave)the)highest)quality)data)using)the)smallest)quantity) of) protein.) In) this) system) the) CFP) construct) was) kept) at) a) constant) 5) µM,) keeping) the)background) CFP) emission) constant,) and) the) YFP) construct) was) titrated) in) between) 0955) µM) using)serial)dilutions)of)4/5.)This)was)performed)in)a)3849well)plate)allowing)small)volumes)of)protein)to)be)used)whilst)giving)higher)resolution)data)with)more)repeats.)The)YFP)construct)was)also)titrated)into)a)set)of)wells)containing)only)buffer)solution)and)the)subsequent)emission)at)535)nm)was)measured)so)the)emission)from)directly)excited)YFP)could)be)subtracted)from)the)main)result.)It)was)also)found)that)exciting) the) system) at) 400) nm,) as) opposed) to) 436) nm,) reduced) direct) excitation) of) YFP,) further)reducing)the)background.138)The) binding) affinity) of) the) two) fusion) constructs) was) calculated) using) GraFit) and) was) found) to) be)broadly)similar)to)the)affinity)of)unlabelled)p97)N9domain)and)p47)UBX)domain)as)measured)by)ITC.)This)further)suggests)the)fluorescent)tags)have)a)minimal)affect)on)the)binding)affinity.)
6.1.4. Binding!Partner!Titrations!Using) this) assay,) the) affinity) of) p97) for) several) of) its) partner) proteins) was)measured.) p97) partner)proteins)were)titrated)in)a)mixture)of)5)µM)p979CFP)and)5)µM)p479YFP)across)the)width)of)a)3849well)plate.)Competitive)binding)was)observed)as)a)measurable)decrease) in) the)FRET)emission)across) the)plate) and) the) calculated) affinities) were) found) to) be) similar) and) in) the) same) rank) order) as) those)measured)by)Isothermal)Titration)Calorimetry)(ITC))(Table)4.1,)Page)86).))The) slightly) lower)affinities)observed) in) the)FRET)assay)are)possibly)a) result)of) the) fluorescent)p97)construct,) to) which) all) but) one) of) the) controls) are) binding.) The) p97) N9domain) in) this) construct) is)smaller) than) that) used) in) the) ITC) experiments) and) is) possibly) binding) less)well) to) the) p979binding)partners) as) a) result.) Furthermore,) the) fluorescent) tags) are) likely) to) cause) some) degree) of) steric)hindrance)that)will)affect)binding)to)ligands.)Nevertheless,)the)results)indicate)that)the)FRET)assay)is)an) effective) assay) in)measuring)binding) affinities) and)gives) results) broadly) comparable) to) the)more)demanding)ITC.))
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6.1.5. Assay!Suitability!!Analysing) the) data) from) the) partner) protein) titrations) enabled) a) measurement) of) assay) suitability)known) as) the) Z'9factor.) This) is) a) measure) of) assay) suitability) achieved) by) the) titration) of) positive)controls) to) determine) the) ability) of) the) assay) to) distinguish) between)hits) and) the) background.) This)assay)was)found)to)give)Z'9factors)in)the)range)of)0.6190.80)indicating)that)this)can)be)done)reliably.)Furthermore,) this)newly)developed)assay)was)able) to) scan) large)numbers)of) compounds) in)parallel.)For) up) to) 96) compounds,) the) signal) and) background) could) be) measured) in) duplicate) at) single)concentrations) on) a) standard) 3849well) plate.) Additionally,) in) the) format) used,) the) signal) and)background)for)2)compounds)could)be)measured)in)quadruplicate)at)24)different)concentrations)on)a)standard) 3849well) plate.) This) could) be) achieved) with) significantly) less) protein) that) any) of) the)previously)used)methods)and)enables)the)analysis)of)far)greater)numbers)of)compounds.)
6.1.6. Outlook!for!Further!Application!of!the!FRET!Assay!Whilst)the)assay)quality)was)assessed)by)using)previously)characterised)binding)partners)as)positive)controls,) there) is)no) reason) this)assay)couldn’t)be)used) to) identify)previously)unknown)p97)binding)partners) or) measure) the) affinity) of) binding) partners) which) have) been) identified) but) not) yet)characterised.)This)has)previously)been)done)predominantly)using)ITC,)which)requires)large)quantities)of)highly)pure)protein)and)is)difficult)to)perform.)This)assay)is)a)much)simpler)method,)requiring)far)less)protein)and)may)increase)the)rate)at)which)these)investigations)are)performed.)This) system) also) has) the) ability) to) be) applied) to) automated) systems) giving) significantly) higher)throughput.) This) could) expedite) the) process) of) finding) inhibitors) and) allow) the) processing) of) large)compound)libraries.))This)however)requires)highly)specialised)equipment)that)wasn’t)available)at)the)time)of)the)project.)Whilst)the)FRET)assay)seems)to)be)ideally)suited)as)a)primary)assay,)it)is)also)important)to)consider)an)orthogonal) secondary) assay) that) uses) a) different) modality) or) format) to) confirm) the) results) and)potentially)elaborate)on)the)nature)of)the)interaction.)For)this,)the)original)NMR)assay)would)provide)a)very)good) follow)up)to)confirm)the)results)FRET)assay.) It)may)also)prove) fruitful,)once)a)sufficiently)strong)inhibitor)has)been)identified,)to)use)x9ray)crystallography.)This)would)validate)the)hits)as)well)as)providing)information)for)compound)optimisation.)
6.2. Inhibitor!Design!The)S3/S4) loop) in)p47) is)known) to)be)crucial) to)p979p47)binding)as)determined)by)crystallography)and)point)mutation)studies.)Two)sets)of)inhibitor)candidates)were)therefore)designed)to)mimic)these)residues)to)competitively)inhibit)the)binding)of)p97)to)its)partner)proteins.4,)143)
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A)set)of)peptide) inhibitors)as)direct)mimics)of) the)S3/S4) loop)was)prepared)via) solid)phase)peptide)synthesis.)The)oxidation)of)terminal)cysteines)was)used)to)cyclise)a)subset)of)these)to)investigate)the)effect)of)constraining)the)conformation)on)inhibitor)efficacy.)Another) set) of) potential) inhibitors)were) identified)using) a) computer)modelling) technique) known)as)scaffold) hopping) where) a) set) of) field) points) were) mapped) to) a) model) of) the) S3/S4) loop.) A) virtual)library) of) several)million) compounds)was) then) scanned) against) this)model) to) find)molecules)which)share)similar)features)with)the)loop.)The)screen)identified)154)compounds)that)were)possible)mimics)of)the)loop.)These)were)narrowed)down)to)include)only)molecules)with)favourable)“lead9like”)qualities)which)allow)growth)in)the)properties)of)the)molecular)entity)upon)optimisation)without)breaking)the)Lipinski)rule9of9five)for)oral)bioactive)drugs.)These)three)restrictions)on)molecular)properties)reduced)the)final)hit)list)from)150)to)69.)Ultimately)33)compounds)were)ordered)for)testing)(Appendix)A).)
6.3. Peptide!Results!The)first)four)peptides)were)initially)assessed)for)activity)using)HSQC9NMR.)Titration)of)peptides)P.1.3)and) P.1.4) failed) to) show) and) meaningful) shifts) suggesting) that) no) binding) was) taking) place) at) the)concentrations)tested.)On)addition)of)P.1.2)at)a)molar)ratio)of)20:1,)the)protein)appeared)to)precipitate)out)of)solution.)A)second)titration)was)attempted)starting)with)smaller)concentrations)however)upon)each) titration) the)protein) gradually)precipitated) out) of) solution.)A) corresponding)drop) in) the) signal)from)the)peptide)NMR)was)observed)suggesting)the)peptide)was)aggregating)with)the)protein.)The)only)peptide)to)successfully)give)a)result)was)P.1.1.)On)addition)of)both)p47)UBX)and)peptide)P.1.1,)several) cross9peaks)were)observed) to)move) slowly)across) the) spectrum)upon)addition)of) the) ligand)until)saturation)occurred.)This) implies)a)binding)regime)faster)than,)or)equal) to,) the)timescale)of) the)NMR)technique)giving)a)superposition)both)states)until)p97)is)fully)saturated.)Furthermore,)the)peaks)observed) to) shift) in) the) spectrum) corresponded) to) those) in) the) cleft) into) which) the) inhibitor) was)designed)to)bind.88)Due)to)low)quantities)of)peptide)available)following)the)NMR)assays,)and)the)fact)that)inhibition)data)for)P.1.1)has)already)been)gathered,)only)single)point)duplicates)were)analysed)in)the)FRET)assay.)This)confirmed)that)P.1.1)was)the)only)peptide)with)any)significant)activity.)These)data)support)the)results)from) the)NMR)assay.) P.1.2,)which) is) very) similar) in) structure)P.1.1,) showed)no) activity) at) all) in) this)assay.)However)it)also)didn’t)cause)aggregation)of)the)protein)as)it)did)in)NMR)which)would)have)been)observable)as)a)drop) in) fluorescence.) It) is)possible) that)aggregation)was)prevented)because) the)new)p97)fluorescent)protein)construct)is)more)stable)than)the)original,)perhaps)as)a)result)of)the)steric)bulk)of) the) fluorescent) protein) preventing) allosteric) binding) to) p97.) It) may) also) be) possible) that) the)presence)of)bound)p47)stabilised)the)construct.))The) similarity) of) the) peptide) sequences) to) the) native) loop) also) seems) to) be) reflected) in) the) assay)results.)P.1.1)is)the)most)similar)and)gives)the)highest)level)of)inhibition.)The)similarity)along)with)the)
Chapter(6.(Discussion(and(Outlook(
113(
level)of)inhibition)decreases)up)to)P.1.8)which)is)quite)dissimilar)to)the)native)loop)and)consequently)shows)no) inhibition.)This)recapitulates) the) importance)of) the)S3/S4) loop)sequence) in)binding) to) the)p97N9domain.))
)The)assay)results)from)the)first)generation)of)peptides)seem)to)indicate)that)short)peptides)are)a)viable)approach)to)the)design)of)p97)inhibitors.)A)second)generation)was)therefore)designed)which)expanded)on) the) original) sequences) derived) from) the) S3/S4) loop.) These) new) peptide) designs) incorporated)different) amino) acids) from) the) same) S3/S4) structure) in) different) orthologues.) Several) were) also)designed) of) a) longer) length) including) more) of) the) native) sequences.) Cysteines) were) again) used) to)constrain)the)peptides)with)alanine)substitutions)as)controls.)This)second)generation,)however,)failed)to) show) a) decrease) FRET) emission) indicating) that) none) are) able) to) bind) to) p97) and) inhibit) the)interaction.) The) reason) for) this) result) is) not) fully) understood,) but) it) is) possible) that) the) extended)lengths)resulted)in)conformations)that)were)no)longer)a)good)mimic)of)the)original)section)of)protein.)
6.3.1. Outlook!on!Using!Peptides!as!Inhibitors!Using) a) combination) of) HSQC9NMR) and) a) FRET) titration) assay,) a) lead) peptide) structure) has) been)identified.)Whilst)none)of)the)8)variations)on)this)structure)were)found)to)have)activity,)it)may)still)be)worth) pursuing) this)molecule) as) a) lead) not) least) of)which) because) these) peptides) are) amenable) to)rapid)synthesis)of)many)variations.)A)repeat)of)the)titrations)for)the)second9generation)peptides,)including)a)positive)control,)should)first)be)used)to)confirm)the)lack)of)activity)in)these)structures.)If)they)are)still)found)to)have)no)activity,)a)larger)array)of)peptides)designed)to)mimic)the)S3/S4)loop)should)be)prepared)and)tested.)An)example)may)be)to)extend)the)peptides,)from)the)N9terminus,)along)an)adjacent)patch)of)amino)acids)(Ala363,)Val364))which)seem)to)show)reasonable)conservation)and) favourable) interactions)between)p97)and)p47.4)Following) the) identification) of) peptides) with) sufficient) activity) it) may) prove) beneficial) to) optimise)them)for)use)in(vivo.)In)order)to)achieve)this)a)number)of)properties)will)need)to)be)considered.)Firstly)peptides)have)low)oral)bioavailability,)although)this)may)be)overcome)by)using)alternative)methods)of)delivery.)Once) in) the)body) there)may)also)be) issues)with) solubility)and)an) inappropriately)designed)peptide)will)be)rapidly)cleared)from)the)body,)potentially)within)minutes.)Furthermore,)there)can)be)issues)with) transporting) these) large)molecules)across)membranes.)These)drawbacks)are)reflected) in)
)Figure)6.1:)Peptide)P.1.1.)The)amino)acid)sequence)of)the)successful)peptide)using)single)letter)abbreviations.)The)cysteines)are)oxidized,)constraining)the)peptide)and)the)C9terminus)has)been)amidated.)))
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the)comparatively)few)numbers)of)peptides)currently)being)used)as)drugs.)The)field,)however,)is)still)relatively)young)and)many)promising)advances)are)being)made)to)overcome)these)issues)including)the)use) of) nonpeptidic) bonds) between) amino) acids,) peptide) mimetics) and) retro9inverso) peptides.) By)including) these) new) design) features) on) future) iterations) of) these) peptides,) it) may) be) possible) to)develop)a)far)more)effective)inhibitor)for)use)in(vivo.96,)141)
6.4. Virtual!Ligand!Screening!Molecules!A)total)of)33)compounds)from)the)virtual)ligand)screen)were)assessed)as)single)point)duplicates)in)the)FRET) assay.) Four) compounds) were) highlighted) as) potentially) having) activity) of) which) two) were)discarded) as) false) positives.) The) remaining) two) compounds,) VLS.1.14) and) VLS.1.21) (Figure) 6.2),)appear) to) give) a) saturation9binding) curve) upon) titration) into) the) FRET) assay.) This) is) indicative) of)small9molecule)binding)and)inhibition)of)the)protein9protein)interaction.)
) )VLS.1.14) VLS.1.21)
Figure)6.2:)Structure)of)the)two)hits)from)the)original)virtual)ligand)screen.)))The) affinities) calculated) were) approximately) 470) ±) 223) µM) for) VLS.1.14) and) 800) ±) 383) µM) for)VLS.1.21.)This) is)nearly)2009400)times)weaker) than)the)binding)of) the)p97)partner)proteins,)but) the)extremely) small) size) of) the) inhibitor) still) makes) them) promising) leads.) VLS.1.21) was) chosen) for)optimisation)as) it) is)an)unnatural) tripeptide)and)therefore)amenable)to)rapid)synthesis)of)a)range)of)variations.)By)treating)each)amino)acid)as)a)separate)unit,)which)could)in)theory)be)manually)coupled)together,)each)unit)could)be)varied)whilst)the)other)two)remain)the)same.)In)this)way)the)effect)of)each)unit)on)inhibitor)efficacy)can)be)assessed.)A)single)point)assay)of)13)variations)of)VLS.1.21)was)performed)alongside)several)controls.)Ultimately)only)one)additional)variation)of)those)tested)was)found)to)be)significantly)active)from)the)single)point)assay.)Compound)VLS.2.8)(Figure)6.3))was)identified)and)titrated)under)the)same)conditions)as)before.)The) affinity) calculated) from) the) resultant) saturation) binding) curve) seems) to) be) approximately)180)±)94)µM.) This) is) an) improvement) from) the) original) hit) however) due) to) many) outliers) in) the)
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titration)it)was)not)possible)to)plot)a)binding)curve)unambiguously.)Consequently)this)should)be)taken)as)a)provisional)value)pending)repeat)titrations.))
)VLS.2.8)
Figure)6.3:)Structure)of)the)hit)from)the)second9generation)molecules)optimized)from)VLS.1.21.)))Assuming)these)molecules)mimic) the)shape)of) the)S3/S4) loop,)which)was)the)original)basis) for) their)design,) compound) VLS.2.8) contains) an) enone) in) place) of) the) original) proline.) This) is) expected) to)preserve)the)shape)of)the)molecule)but)also)would)insert)a)benzene)ring)into)the)pocket)to)which)the)molecule) is) thought) to) bind.)Whilst) a) preliminary) SAR) is) difficult) to) outline)with) such) limited) data,)what)may) be) inferred) is) that) retaining) the) geometry) of) the) central) portion) of) the)molecule) is)most)likely) essential) to) binding.) However,) more) extensively) varying) this) section) of) the) molecule) within)those)parameters)is)a)valid)approach)to)the)future)optimisation)of)the)compound.)It) is)also)indicated)that)retaining)some)form)of)aromaticity)in)this)position)is)likely)to)be)beneficial.)
6.4.1. Outlook!on!Using!Small!Molecules!as!Inhibitors!Assaying) the) variations) of) VLS.1.21) has) provided) some) preliminary) information) on) the) structure)activity)relationship.)Nonetheless)a)great)deal)more)needs)to)be)done)in)order)to)develop)a)useful)set)of)SARs.)As) stated) before,) compound) VLS.1.21) can) be) considered) as) three) separate) units) connected) through)amide)bonds.)As)such,)the)most)productive)way)to)explore)the)SARs)is)to)use)automated,)solid)phase)synthesis)to)prepare)large)compound)libraries)wherein)one)unit)is)changed)and)the)other)two)remain)the)same.)Selecting)a)set)of)10)compounds)for)each)unit)being)varied)would)give)a)total)of)30)unique)compounds)where) only) one) unit) is) changed) and) two) remain) the) same,) or) 300)where) two)units) are)changed)and)one)remains)the)same.)These)could)be)prepared)rapidly)using)solid)phase)synthesis)with)few) side) products.) As) the) FRET) assay) has) the) ability) to) scan) 96) compounds) per) plate) as) single)
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concentration)duplicates)and)several)plates)a)week)were)found)to)be)possible)during)the)course)of)this)project,) it)would) be) possible) to) rapidly) prepare) and) test) these) compounds) at) single) concentrations,)bringing)forward)hits)for)further)testing.)In) addition) to) compound)VLS.1.21,) compound)VLS.1.14)may)warrant) further) optimisation.)However)this)molecule,)whilst)also)being)a)tripeptide,)appears)to)have)all)of)its)major)features)on)one)terminus.)Consequently) preparing) libraries) of) variations) is) likely) to) be) less) synthetically) tractable) than) for)compound)VLS.1.21.)The)initial)compounds)selected)for)development)from)the)virtual)ligand)screen)were)chosen)for)their)promising) lead)properties) such) a) low)molecular)weight,) appropriate) lipophilicity,) appropriate) polar)surface)area)etc.)Recent)studies)have)shown)that)often,)only)relatively)minor)changes)in)in)the)physical)and)structural)properties)take)place)between)lead)compounds)and)final)drug)candidates.)144)Whilst)this)is)the)case)it)is)still)essential)to)consider)these)properties)when)optimising)the)drug)candidate.)Previously,) the)development)of)drugs)has)often) focused)mainly)on)optimising)affinity)and)selectivity)rather)than)their)physiochemical)or)molecular)properties)apart)from,)perhaps,)synthetic)accessibility)and)stability.)Proper)consideration)of)other)important)properties)has)often)been)left)until)the)affinity)and)selectivity)has)been)fully)optimised.)This) can)be) counterproductive)because)once)a) lead)molecule)has)been)highly)optimised) for)potency)and)selectivity,)there)is)often)less)tolerance)for)introducing)significant)changes)to)the)molecule)without)decreasing) the)potency)and)selectivity.)Such)an)unbalanced)approach) to)developing)drug)candidates)has)meant) that,) up) until) now,) approximately) 40%) of) all) candidates) entering) clinical) studies,) which)have) attractive) in( vitro(profiles) but) poor) ADME) characteristics,) fail) to) reach) the) clinic) due) to) these)limitations.144)Rather)than)taking)the)more)historical)approach)to)optimisation,)whereby)one)property)is)optimised)at)a) time,)a)more)holistic)approach)would)be)more) fruitful.)Balancing)multiple)properties,) from)affinity)and)stability)through)to)Lipinski’s)Rule)of)five)is)more)likely)to)lead)to)a)successful)compound.)
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Chapter!7. Materials!and!Methods!
7.1. Chemical!Synthesis!!
7.1.1. Solvents!and!Reagents! !TentaGel™) RAM) resin) (0.24) mmol/g) loading)) was) obtained) from) Rapp) Polymere.) Fmoc9protected)amino) acids) (Ala,) Arg(Pbf),) Asp(tBu),) Cys(Trt),) Leu,) Lys(Boc),)Met,) Phe,) Pro,) Ser(tBu),) Thr(tBu))) and)further) peptide) synthesis) reagents) (20%) piperidine9DMF,) DIPEA,) DMF,) HBTU) and) HOBt)) were)acquired)from)AGTC)Bioproducts)(National)Diagnostics).)All)other)chemicals)were)purchased)and)used)as)received)from)BDH)and)Sigma9Aldrich)without)further)purification.)Ultrapure)water)(≥18)MΩ))was)obtained)using)Elix®)and)MilliQ®)millipore)water)purification)systems.) )
7.1.2. General!Experimental!Methods! !LCMS) purification) and) analysis) was) performed) using) a) Waters) High) Performance) Liquid)Chromatography) (HPLC)) system:)Waters) 2767) autosampler) for) sample) injection/collection;)Waters)515)HPLC) pump) for) sample) loading;) XBridge) C18) columns) (4.6)mm)diameter) ×) 100)mm) length) for)analytical) and) 19mm) diameter) ×) 100) mm) length) for) preparative);) Waters) 2998) Photodiode) Array)(detection) between)2009600)nm)) and)Waters) 3100)mass) spectrometer)with) electrospray) ionization)(ESI).) Purification) was) performed) over) a) 5–98%) gradient) of) MeOH) in) H2O) over) 15) minutes.) For)peptides)containing)contaminants)that)were)more)difficult)to)remove,)a)secondary)purification)over)a)30970%)gradient)of)MeOH)in)H2O)over)18)minutes)was)used.)All)solvents)were)degassed)with)helium)and)supplemented)with)0.1%)formic)acid.)Concentration)of)reaction)mixtures)was)achieved)by)centrifugal)evaporation.)Removal)of)water) from)products) purified) by) LCMS) was) achieved) by) lyophilisation) using) a) Christ) Alpha) 294) freeze) dryer)(Osterode)am)Harz)Germany).)
7.1.3. Characterisation! !Electrospray) ionisation) mass) spectrometry) was) performed) by) Mr) J.) Barton) on) an) Autospec) P673)Spectrometer)in)the)Chemistry)Department)Mass)Spectrometry)Service)at)Imperial)College)London.)
7.1.4. Automated!Solid!Phase!Peptide!Synthesis! !Automated) solid) phase) peptide) synthesis) was) carried) out) on) two) separate) machines.) The) Intavis)ResPep) SL) automated) peptide) synthesiser) was) used) to) prepare) peptides) P.1.19P.1.8.) The) Advanced)ChemTech)Apex)396)multiple)peptide)synthesiser))was)used)to)prepare)peptides)P.2.19P.2.8.)Different)procedures)were)used)for)each)machine.)Additionally,)it)should)be)noted)that)the)Advanced)ChemTech) synthesiser) shakes) the)wells)during) the) reaction)whereas) the) Intavis)ResPep) synthesiser)does)not,)instead)relying)on)diffusion)based)peptide)coupling.)
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7.1.4.1. Method!1:!Intavis!ResPep!SL!automated!peptide!synthesiser!(Peptides!P.1.18P.1.8)!TentagelTM)RAM)resin)(83)mg,)0.24)mmol/g)loading,)20)µmol))was)transferred)as)a)suspension)in)DMF)into)each)well)of)the)Intavis)ResPepSL)automated)peptide)synthesiser.)For)each)peptide)coupling,)the)N9terminal)Fmoc)group)was) removed)using)20%)piperidine) in)DMF)(v/v)) for)30)minutes.)Each)well)was)then)washed)with)DMF)(2)x)600)µL)then)6)x)500)µL))before)addition)of)the)next)Fmoc9protected)amino)acid.)A)five9fold)excess)of)Fmoc9protected)amino)acid)(0.6)M,)175)µL))pre9activated)with)HBTU)(0.6)M,)170)µL))and)NMM)(4)M,)52)µL)) in)NMP)was)added)to)each)well.)This)was) left) to)react) for)30)minutes)before)being)removed)after)which)the)resin)was)washed)with)200)µL)DCM.)Each)coupling)step)was) performed) twice) to) ensure) optimal) coupling.) Following) each) coupling) 400) µL) of) 5%) acetic)anhydride) in) DMF)was) used) to) ensure) unreacted) amines)were) capped) preventing) the) formation) of)truncated)side)products.)After)the) final)amino)acid)was)coupled,) the)terminal)Fmoc)was)deprotected)using)20%)piperidine)(v/v))in)DMF)and)the)resin)washed)with)DMF)(2)x)600)µL)then)5)x)500)µL))and)DCM)(3)x)600)µL).)Following)synthesis)the)resin)was)transferred)from)the)wells)into)a)fritted)syringe,)washed)with)MeOH)(3)x)3)ml))and)diethyl)ether)(3)x)3)ml))and)dried)under)vacuum)overnight.)
7.1.4.2. Method!2:!Advanced!ChemTech!Apex!396!multiple!peptide!synthesiser!(Peptides!P.2.18P.2.8)!TentagelTM) RAM) resin) (104) mg,) 0.3) mmol/g) loading,) 25) µmol)) was) placed) into) each) well) of) the)Advanced)ChemTech)Apex)396)multiple)peptide)synthesiser)and)swollen)in)DMF)(1)ml))for)1)hour.)For)each)peptide)coupling,)the)N9terminal)Fmoc)group)was)removed)using)piperidine)in)DMF)(v/v))for)3)×)15)minutes.)Each)well)was)then)washed)with)DMF)(1)ml))for)3)×)5)minutes)before)addition)of)the)next) Fmoc9protected) amino) acid.) A) DMF) solution) of) an) Fmoc9protected) amino) acid) (125) μmol,) 5)equiv.)) was) activated) in( situ) with) HBTU) (125) μmol,) 5) equiv.)) and) DIPEA) (125) μmol,) 5) equiv.)) and)coupled)onto)the)resin)N9terminus)for)30)minutes.)The)solution)was)drained)and)washed)with)DMF)(1)ml))for)3)×)5)minutes.)Each)coupling)step)was)performed)twice)to)ensure)optimal)coupling.)After)the)final)amino)acid)was)coupled,)the)terminal)Fmoc)was)deprotected)using)20%)piperidine)(v/v))in)DMF)and) the) resin) washed) with) DMF) (2) x) 600) µL) then) 5) x) 500) µL)) and) DCM) (3)x)600)µL).) Following)synthesis)the)resin)was)transferred)from)the)wells)into)a)fritted)syringe,)washed)with)MeOH)(3)x)3)ml))and)diethyl)ether)(3)x)3)ml))and)dried)under)vacuum)overnight.)
7.1.5. Cleavage!and!Deprotection!Deprotection)mixtures) were) prepared) for) cysteine) containing) peptides) (94%) TFA,) 2.5%) H2O,) 2.5%)EDT) and) 1%) TIS)) and) non9cysteine) containing) peptides) (95%) TFA,) 2.5%) H2O) and) 2.5%) TIS).)Deprotection)mixture)(2)ml)per)well)of)prepared)peptide))was)added)to)the)dried)resins)and)agitated)on)an)orbital)shaker)at)room)temperature)for)four)hours.)The)resin)was)then)filtered)and)washed)with)TFA) (3)×)1)ml)) and) the) volume) of) the) combined) filtrates) was) reduced) to) approximately) 0.5) ml) by)blowing)a)stream)of)nitrogen)over) the)surface.)Cold)TBME)(5)ml))was) then)added)at)which)point)an)off9white)precipitate) formed.)The)solution)was)centrifuged)at)4000)RPM)at)4)°C) for) ten)minutes)and)
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the) supernatant) discarded.) This)was) repeated) twice)more) after)which) the) product)was) dried) under)vacuum)desiccation.)Compounds)not)to)be)further)cyclised)were)then)reduced)to)a)volume)of)5)ml)by)centrifugal)evaporation,)twice)purified)by)preparative)LCMS)and)dried)by)lyophilisation.)
7.1.6. Disulphide!Bond!Formation! !A)solution)of)acetic)acid)(2.5)ml,)5%),)DMSO)(2.5)ml,)5%))and)H2O)(45)ml))was)prepared)and)adjusted)to)pH)6)with)solid)ammonium)carbonate.)For)each)mg)of)peptide,)2)ml)of)this)solution)was)added)and)subsequently) stirred) for) 24) hours.) The) reaction)mixture)was) then)diluted) to) 25)ml)with) ddH2O) and)then)lyophilised).)The)following)solid)was)then)dissolved)in)5)ml)ddH2O,)twice)purified)by)preparative)LCMS)and)dried)by)lyophilisation.145)
7.1.7. Characterisation!Data!Name) Peptide) MW) Yield)(mg)) m/z)(ESI))P.1.1+ CTTFPRC+ 826.0) 9.3)(19)%)) 827)[M+H]+)P.1.2+ ATTFPRA+ 761.9) 20.1)(44)%)) 762)[M+H]+)P.1.3+ CTTAPAC+ 664.8) 4.5)(11)%)) 665)[M+H]+)P.1.4+ ATTAPAA+ 600.7) 23.4)(65)%)) 601)[M+H]+)P.1.5+ CTFPC+ 568.7) 3.6)(11)%)) 569)[M+H]+)P.1.6+ ATFPA+ 504.6) 11.0)(36)%)) 505)[M+H]+)P.1.7+ CTAPC+ 492.6) 2.2)(7)%)) 493)[M+H]+)P.1.8+ ATAPA+ 428.5) 15.4)(60)%)) 429)[M+H]+)P.2.1) CTTFPNC)+ 824.9) 4.8)(15)%))) 825)[M+H]+)P.2.2) ATTFPNA+ 691.7) 14.8)(54)%)) 692)[M+H]+)P.2.3) CSTFPRC+ 853.0) 16.5)(48)%)) 854)[M+H]+)P.2.4) ASTFPRA+ 733.8) 19.3)(66)%)) 734)[M+H]+)P.2.5) CMTTFPNKC+ 1084.3) 13.8)(32)%)) 1085)[M+H]+)P.2.6) AMTTFPNKA+ 1022.2) 26.5)(65)%)) 1023)[M+H]+)P.2.7) CLSTFPRRC+ 1122.3) 12.2)(27)%)) 1123)[M+H]+)P.2.8) ALSTFPRRA+ 1060.2) 25.5)(60)%)) 1061)[M+H]+)Table)7.1:)Peptide)yields)and)characterisation.)
!)) !
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7.2. Biochemical!Methods! !A)number)of)protein)expression)constructs)were)made)from)previous)constructs)using)the)protocols)detailed)below.)Original)plasmids)were)acquired)from)Caroline)Ewens)and)Patrik)Kloppsteck,)Imperial)College)London)(UK).)Details)are)displayed)in)Table)7.2.)) Protein) Organism) Residues) Plasmid) Tag) Resistance)p97)N) Mus(musculus( 19213) pProEx) N9Terminal)His69tag) Ampicillin)p47)UBX) Rattus(norvegicus( 2449370) pProEx) N9Terminal)His69tag) Ampicillin)UBXD5)UBX) Mus(musculus( 3679468) pGEX6P1) N9terminal)GST9tag) Ampicillin)UBXD7)UBX) Mus(musculus( 3809467) pGEX6P1) N9terminal)GST9tag) Ampicillin)FAF1)UBX) Mus(musculus( 5509649) pGEX6P1) N9terminal)GST9tag) Ampicillin)Table)7.2:)Original)plasmids)used)in)transformations)and)over9expression.+)
7.2.1. PCR!Amplification!A)number)of) truncated)constructs)of)p47)and)p97)were)made)using)previous)expression)constructs.)Primers) (Eurofins)) (Table) 7.3)) were) designed) to) incorporate) a) stop) codon) as) well) as) restriction)enzyme)sites)before)and)after)the)gene)of)interest)to)aid)cloning.)The)PCR)reactions)were)performed)on)a)Robocyler) (Stratagene).) Primers)were)dissolved) at) a) concentration) of) 100ng/µL) and) added) to) the)mixtures)detailed)in)Table)7.4.))) Primer)Number) Primer)Name) Restriction)Enzyme)Site)) Primer)Sequence)1) p97_1_fw) BamH1) CGGGATCCATGGCCTCTGGAGCC)2) p97_18_fw) BamH1) CGGGATCCAAACAGAAGAACCGACC)3) p97_186_rv) EcoR1) CGGAATCCTCACCCCTCACAGTGGATC)4) p97_195_rv) EcoR1) CGGAATCCTCACTCCTCATCCTCTCG)5) p47_271_fw) BamH1) CGGGATCCAGCTCTCCAGCCCAG)6) p47_286_fw) BamH1) CGGGATCCTCCATCTTAATCAATGAGG)7) p47_295_fw) EcoR1) CGGGATCCACCACGAACATCCAAATCC)8) p47_370_rv) EcoR1) CGGAATCCTCATGTTAACCGCTGCACGA)Table)7.3:)Primers)used)in)the)amplification)of)target)sequences)from)template)DNA.)The)name)of)the)primer)indicates)the)template)DNA,)the)staring)or)ending)reside)and)the)direction)of)the)primer)(‘fw’)for)forward)and)‘rv’)for)reverse).)Also)listed)is)the)restriction)enzyme)site)that)the)primer)incorporates.)) Component) Concentration)Template) 1)ng/µL)5’)Primer)(fw)) 100)ng/µL)3’)Primer)(rv)) 100)ng/µL)dNTP’s) 10)mM)DMSO) 50)%)ddH2O) )Pfu)buffer) 10×)Pfu)Polymerase) 1.25)Units)Table)7.4:)PCR)Mixtures)used)in)PCR)amplifications.)
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5) µL) of) each) product) was) analysed) by) agarose) gel) electrophoresis.) The) PCR) products) were) then)purified)using)a)QIAquick)purification)kit)(Qiagen).)A)QIAquick)Gel)Extraction)kit)(Qiagen))was)used)to)purify)the)target)products)when)undesired)fragments)were)also)present.))) Construct)Name) Template) Primers) PCR)Product)Amino)Acid)Range)A) p97)N9domain) 1,3) 19186)B) p97)N9domain) 1,4) 19195)C) p97)N9domain) 2,3) 189186)D) p97)N9domain) 2,4) 189195)E) p47)UBX9domain) 5,8) 2719370)F) p47)UBX9domain) 6,8) 2869370)G) p47)UBX9domain) 7,8) 2959370)Table)7.5:)PCR)amplifications)performed))
7.2.2. Restriction!Enzyme!Digest!All) digestions) were) performed) using) the) restriction) enzymes) EcoR1) and) BamH1) (New) England)Biolabs).)Restriction)enzyme)digest)mixtures)(Table)7.6))were)prepared)then)incubated)for)two)hours)at)37)°C.)Products)were)purified)using)a)QIAquick)gel)extraction)kit)(Qiagen))and)analysed)by)agarose)gel) electrophoresis) using) a) 1%) w/v) agarose) gel.) DNA) concentration) was) then) determined) by)NanoDrop)photometry.)) Component) Concentration)DNA) Varying)BSA) 10)mg/ml)EcoR)1)Buffer) 10×)Restriction)Enzymes) 5)Units)ddH20) 9)Table)7.6:)Restriction)digest)mixtures.))
7.2.3. Ligation!Ligation)mixtures)were)prepared)with)a)3:1)molar)ratio)of)insert)to)vector)(Table)7.7),)as)estimated)by)agarose)gel)electrophoresis,)and) incubated)at)16)°C) for)16)hours.)Phosphatases)were)added)prior) to)the) ligation) reaction) to) prevent) re9circularisation) of) the) plasmid.) ) A) control) ligation) was) also)performed)with)digested)vector)and)no)insert.)The)ligation)products)were)used)to)transform)XL19blue)
E.(coli.)Several)clonal)colonies)were)then)numbered)and)picked)form)agar)plates)and)used)to)prepare)larger)quantities)of)DNA.)DNA)concentrations)were)determined)using)a)Thermo)Scientific)NanoDrop™)1000)Spectrophotometer.))
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) Component) Concentration)Vector) Varying)Insert) Varying)T4)Buffer) 10×)T4)Ligase) 10×)Table)7.7:)Reaction)mixtures)for)ligation)into)pProEx.))
7.2.4. Cloning!from!ordered!DNA!!A)number)of)constructs)were)ordered)from)Mr)Gene)(Appendix)B).)The)fragments)were)excised)from)the) vector) using) a) restriction) enzyme) digest) as) described) in) section) 7.2.2) and) ligated) into)dephosphorylated)pProEx)expression)vector)as)described)in)section)7.2.3.))
7.2.5. Cloning!from!gBlocks!The)p47)Loop)Mutant)clone)was)ordered) in) the) form)of)a)gBlock)gene) fragment) (Appendix)C).)Upon)arrival,) the)blunt)end)PCR)products)needed)to)be)placed) into)a)pCR)blunt)vector)(Life)Technologies).)This) uses) a) different) method) to) the) previously) described) ligation.) For) this,) ligation) mixtures) were)prepared) with) a) 6:1) molar) ratio) of) insert) to) vector) (Table) 7.8),) as) estimated) by) agarose) gel)electrophoresis,)and)incubated)at)16)°C)for)16)hours.)) Component) Concentration) Volumes)pCR)Blunt)Vector) Varying) 0.9)µL)Insert) Varying) 1.1)µL)T4)Buffer) 10×) 2)µL)T4)Ligase) 10×) 0.8)µL)ddH2O) 9) 5.2)µL))Table)7.8:)Reaction)Mixtures)for)ligation)into)pCR)Blunt)Vector)(Life)Technologies).))
7.2.6. Purification!of!Plasmid!DNA!Ligation) products) from) shuttle) vector) cloning) and) gBlock) cloning) were) purified) from) NEB) 59alpha)
E.(coli) cells.) All) other) plasmids) were) purified) from) XL19blue) cells.) Following) transformation,) as)outlined)in)7.2.9,)single)colonies)were)picked)from)the)agar)plate)and)used)to) inoculate)an)overnight)culture.) For) transformations) from) ligation) products,) up) to) 12) overnight) cultures) were) grown) from)individual)colonies.)The)cultures)were)grown)for)approximately)16)hours)in)a)shaking)incubator)at)37)
°C.)Cells)were)subsequently)pelleted)in)a)tabletop)centrifuge)for)1)minute)at)13,000)rpm)and)the)DNA)purified)using)a)QIAprep)Spin)Miniprep)Kit)(Qiagen))according)to)the)manufacturer’s)protocol.)
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7.2.7. Agarose!Gel!Electrophoresis!Agarose)gel)electrophoresis)was)used)to)determine)DNA)sample)quality.)1%)w/v)agarose)powder)was)added)to)Tris9acetate9EDTA)(TAE))buffer)and)microwaved)until)all)agarose)had)dissolved.)0.005%)v/v)Gel9Red)DNA)stain)was)subsequently)added)and)the)gels)were)allowed)to)set)by)cooling.)DNA)samples)were)diluted)in)4x)DNA)loading)buffer)(glycerol)(30%,)v/v),)bromophenol)blue)(20)μg)for)every)10ml),)xylene)cyanol)(0.25%,)w/v)))and)appropriate)amounts)were)then)loaded)onto)the)gel.)Gels)were)run)at)10) V) per) cm) of) agarose) gel) length) for) 30) to) 60) minutes) depending) on) the) size) of) the) DNA) being)analyzed.)The)DNA)was)then)visualized)under)UV)illumination)using)a)Bio9Rad)gel)imaging)system.)
7.2.8. Preparation!of!Electro8Competent!Escherichia!coli!(E.!coli)!Electro9competent)E.(coli)were)prepared) from)purchased)BL219Gold) (Promega),)Rosetta2) (Novagen))and)XL19blue)(Stratagene))strains.(The) desired) strains)were) first) plated) out) onto) agar) plates) containing) an) appropriate) antibiotic) and)incubated)at)37)°C).)Single)colonies)were)picked)from)the)resultant)plates)and)each)used)to)inoculate)10) ml) of) LB) media) containing) the) appropriate) antibiotic.) The) resultant) cultures) are) each) used) to)inoculate)1) l)of)LB)media)and)grown)to)an)OD600)of)0.590.6) indicating) the)mid9log)phase)of)growth.)The)solution)was)then)transferred)to)autoclaved)centrifuge)tubes,)cooled)on)ice)and)pelleted)at)5,000)RPM.)The)pellet)was)washed)by)repeated)resuspension,)centrifugation)and)removal)of)the)supernatant,)initially)with)500)ml)ddH2O)followed)by)20)ml)10%)glycerol)solution)followed)by)2)ml)10%)glycerol)solution.)The)final)resuspension)was)divided)into)50)µl)aliquots)cooled)on)dry)ice)then)stored)at)980)°C.)
7.2.9. Transformation!of!Electro8Competent!Escherichia!coli!50)µl)aliquots)of)previously)prepared)electrocompetent)cells)E.(coli)were)thawed)on)ice)and)mixed)with)approximately)~1)ng)of)purified)plasmid)DNA)or)192)µl)of)ligation)product.)Electroporation)was)then)performed)with)a)pulse)of)1.67)kV)in)an)electrocuvette)(Bio9Rad).)1)ml)of)LB)media)was)immediately)added)and)the)cells)transferred)to)a)sterile)culture)tube)which)was)agitated)in)an)incubator)at)37)°C)for)one)hour.)For)transformations)from)purified)plasmid)DNA,)2920)µl)of)the)resultant)culture)was)applied)to) agar) plates) containing) the) appropriate) antibiotics) and) incubated) ) at) 37) °C.) For) transformations)using) ligation)products,)50)µl) of) the) resultant) culture)was)used.)The) resultant)plates)were) stored)at)5))°C.)
7.2.10. Transformation!of!Chemical8Competent!Escherichia!coli!Chemically)competent)BL21)cells)were)purchased)from)Promega)and)stored)at)980)°C.)When)used,)50)
µl) aliquots) of) the) BL21) cells) were) thawed) and) on) ice) and) mixed) with) the) DNA) solution.) This) was)incubated)on)ice)for)30)minutes,)heat)shocked)at)42)°C)for)30)seconds,)incubated)on)ice)for)5)minutes)and)then)transferred)to)1)ml)of)LB)media.)This)was)agitated)in)an)incubator)at)37)°C)for)one)hour.)29
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20)µL)of)the)resultant)cultures)were)then)applied)to)agar)plates)containing)the)appropriate)antibiotics)for)the)culture)and)incubated))at)37)°C.)Subsequent)plates)were)stored)at)5)°C.)
7.3. Final!Constructs!A)number)of) truncated)and) fusion)constructs)of)p97)and)p47)were)prepared)as)well)as)a)number)of)other)truncated)p97)adaptors)using)the)methods)detailed)above.)Table)7.9)outlines)all)the)constructs)prepared)throughout)this)project.)
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7.4. Protein+Expression+Several' different' methods,' elaborated' below,' were' used' for' expression' of' recombinant' protein,'depending'on'the'protein'construct,'required'yield'or'isotope'labeling'for'NMR'experiments.''The' two'expression'strains'used'were'E.(coli'Rosetta2'(DE3)'and'BL21IGold'(DE3).'Both'are'able' to'encode' the' T7' RNA' polymerase' for' protein' expression' using' the' T7' RNA' polymerase' promoter.''Furthermore,' they' use' the' native' lac' repressor' to' control' expression' of' the' recombinant' protein' as'described' below' and' they' lack' the' native' E.( coli' Lon' protease,' which' can' otherwise' degrade' the'desired'recombinant'protein.'
7.4.1. Expression+Testing+ +5'ml'of'LB'broth'was'inoculated'for'each'single'colony.'The'cultures'were'then'incubated'in'a'shaking'incubator' at' 37' °C' for' 3' hours' until' the'OD600' reached' approximately' 0.7.' At' this' point' 100'µL'was'removed'and'centrifuged'at'13,000'rpm'for'2'minutes'and'the'supernatant'discarded.'This'uninduced'sample'was'stored'at'I20'°C.'The'rest'of'the'culture'solution'was'then'induced'with'1'mM'IPTG'and'left'to'incubate'for'a'further'3'hours.'At'the'end'of'this'time'the'OD600'was'determined'and'an'appropriate'sample'removed'to'give'a'similar'amount'of'cells'to'the'preIinduction'sample.'This'was'centrifuged'at'13,000'rpm'for'2'minutes'and'the'supernatant'discarded.'Both'samples'were'resuspended'in'30'µL'of'8'M'urea' and'heated' to' 80' °C.'These'were' then'mixed'with'2×' SDS' loading' buffer' and' analysed'by'SDSIPAGE.'
7.4.2. Protein+Overexpression+Using+IPTG+induction+ +A'single'colony'was'selected'from'agar'plates'and'used'to'inoculate'100'ml'of'LB'media'containing'the'appropriate'antibiotic.'This'was'placed'in'a'shaking'incubator'at'37'°C'for'18'hours.'Each'10'ml'culture'was'subsequently'used'to' inoculate'500'ml'of'LB'media'containing'the'appropriate'antibiotic.'These'cultures'were'then'placed' in'a'shaking' incubator'at'37'°C.'At'midIlog'phase'(OD600'0.4I0.6),'cultures'were' induced'with' 1000'mM' (1000×' stock)' IPTG.' If' needed,' preIinduction' samples' were' removed'before'addition'of'IPTG.'Another'sample'was'taken'after'a'further'6'hours'of'incubation'and'the'cells'were'harvested'by'centrifugation'at'4000'g'and'4'°C'for'10'minutes'and'pellets'stored'at'I80'°C.'
7.4.3. Protein+Overexpression+Using+Auto>induction++In' order' to' perform' this,' several' components' were' prepared' in' advance' and' added' to' the' base'medium'prior'to'inoculation.''The' first' stock' solution' is' 20×' concentrated' NPS.' For' this,' (NH4)2SO4' (66' g),' KH2PO4' (136' g)' and'Na2HPO4'(142'g)'were'dissolved'in'ddH2O'(900'ml).'This'is'a'buffering'solution'designed'to'stabilise'the'pH'of'the'growth'medium'at'6.75.'This'was'filter'sterilized'and'stored'at'5'°C.'The' second' solution' is' 50×' concentrated' 5052.' For' this,' glycerol' (250' g),' dIglucose' (25' g)' and'
αIlactose'(100'g)'were'dissolved'in'ddH2O'(730'ml).'This'was'filter'sterilized'and'stored'at'5'°C.'
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For'protein'expression,'14.6'g'of'2YT'Media'was'dissolved'in'463'ml'of'ddH2O'in'a'2'L'culture'flask'and'subsequently' autoclaved.' To' this' was' added,' 25' ml' of' NPS' buffer,' 50'ml' of' 5052' solution,' 500' µL'ampicillin' solution' (100'mg/ml' in'1:1'v:v'H2O:'Ethanol)'and'500'µL'1'M'MgSO4'solution' (0.448'g' in'dH2O).'A'single'colony'was'then'selected'from'agar'plates'and'used'to'inoculate'each'500'ml'of'autoIinduction'media.'Cultures'were'then'grown'in'a'shaking'incubator'for'8'hours'at'37'°C'at'which'point'the' temperature'was' reduced' to' 25' °C' for' expression' in' the'midIlog' growth' phase.' The' cells' were'harvested'after'a'further'12'hours'by'centrifugation'at'4000'g'for'10'minutes'and'stored'at'I80'°C.'
7.4.4. Protein+Overexpression+and+15N+Labelling+ +For' the'M9'solution,'12'g'Na2HPO4,'6'g'KH2PO4'and'1'g'NaCl'were'dissolved' in'1900'ml'ddH2O'and'divided'between'four'2'L'culture'flasks.'This'was'subsequently'autoclaved.'A'solution'containing'1.4'g'15NH4Cl,'8.0'g'glucose,'24'mg'MgSO4,'20'mg'CaCl,'12'mg'FeSO4.7H2O,'20'mg'thiamine'and'20'mg'biotin'in'100'ml'ddH2O'was'also'prepared.'This'was'adjusted' to'pH'7,' filter' sterilised'and'25'ml'added' to'each'of'the'flasks'of'M9'solutions'prepared'earlier.'A' single' colony' was' picked' from' agar' plates' and' used' to' inoculate' 20'ml' LB' media' which' was'incubated'at'37'°C.'5'ml'of'this'starter'culture'was'then'used'to'inoculate'each'500'ml'culture'solution.'These'cultures'were'then'incubated'at'37'°C'in'a'shaking'incubator'until'midIlog'phase'at'which'point'protein' overIexpression' was' induced' with' 1000' mM' (1000×' stock)' IPTG.' The' cells' were' then'harvested'the'following'morning'by'centrifugation'at'4000'g'for'10'minutes'and'stored'at'I80'°C.'
7.5. Protein+Preparation+Proteins'were'purified'from'frozen'E.(coli'cells'by'a'variety'of'methods'depending'on'the'affinity'tag'and'the'intended'use'of'the'protein.'All'the'purification'procedures'were'performed'on'an'Äkta'Prime'Purifier'(GE'Healthcare)'at'4'°C'using'the'filtered'buffers'outlined'in'Table'7.10.''
7.5.1. Buffers+The'following'buffers'were'prepared'in'ddH2O'and'filter'sterilised:'' Buffer'Name' Components' pH'HisA'Buffer' 50'mM'Hepes,'300'mM'KCl,'20'mM'Imidazole' 8.0'HisB'Buffer' 20'mM'Hepes,'300'mM'KCl,'1'M'Imidazole' 8.0'GSTA'Buffer' 500'mM'KCl,'50'mM'TRIS,'5'mM'βME' 8.0'GSTB'Buffer' 500'mM'KCl,'50'mM'TRIS,'5'mM'βME,'20'mM'Glutathione' 8.0'GF'Buffer' 20'mM'HEPES,'200'mM'KCl,'2mM'βME,'5%'Glycerol'(v/w)' 7.4'Assay'Buffer' 10'mM'NaPO4,'50'mM'NaCl' 7.8'Table'7.10:'Buffer'solutions'''
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7.5.2. Cell+Lysis+Frozen' cells'were' thawed' in' 10'ml' of' either' buffer'HisA' (for'HisItag' affinity' purification)' or' buffer'GSTA'(for'GSTItag'affinity'purification)'(Table'7.10)'for'each'500'ml'of'original'culture'solution.'Cells'were' then' lysed' using' mild' sonication' for' 3' minutes' in' a' metal' container' immersed' in' ice.' The'protease' inhibitors' PMSF' (phenylmethylsulphonyl' fluoride),' leupeptin,' aprotinin,' pepstatin' were'added'(Table'7.11)'prior'to'sonication'to'prevent'enzymeIcatalysed'degradation'of'prepared'proteins.'' Protease'Inhibitor' Stock'Concentration' Final'Concentration' Working'Concentration'Aprotinin' 10'mg/ml'in'PBS' 0.6'–'2.0'µg/ml' 1:5000'Leupeptin' 10'mM'in'H2O' 10I100'µM' 1:1000'Pepstatin' 1'mM'in'MeOH' 1'µM' 1:1000'PMSF' 200'mM'PropanI2Iol' 0.1I1.0'mM' 1:200'Table'7.11:'Protease'inhibitors'used'in'protein'purification.''20'µL'of'a'10'mg/ml'stock'solution'of'DNase'and'200'µL'of'a'1'M'stock'solution'of'magnesium'chloride'was'added' to' the' lysate.'This'was' then'centrifuged'at'25,000'g' for'45'minutes'and' the'pellet'of' cell'debris'discarded.'The'supernatant'was' then' filtered'with'a'0.45'µm'syringe' filter'and' loaded'onto'a'Superloop'for'the'first'purification'step.'
7.5.3. His>Tag+(or+Nickel>Affinity)+Protein+Purification+A'5'ml'HiTrap'HP'column'(GE'Healthcare)'was'equilibrated'with'6'column'volumes'of'buffer'HisA.'The'lysed'and'clarified'protein'sample'was'then'injected'at'a'rate'of'1'ml/min'to'ensure'complete'binding'of' the' His6Itagged' protein' with' the' column.' 8' column' volumes' of' buffer' A' followed' by' 8' column'volumes'of'5%'buffer'B'were'then'passed'through'the'column'to'remove'any'unbound'impurities.'The'bound' protein' was' subsequently' eluted' using' a' linear' imidazole' gradient' by' increasing' the'concentration'of'buffer'HisB'from'5%'to'100%'over'12'column'volumes.'The'resulting'fractions'were'analysed' by' SDSIPAGE' and' fractions' containing' overIexpressed' protein' were' combined' and'concentrated'with'an'Amicon'Ultra'filter'(Millipore)'with'appropriate'MW'cutIoff.'Following' the' purification,' the' HiTrap' HP' column' was' stripped,' washed' and' recharged' using' the'standard'manufacturers'protocol.'
7.5.4. GST>Tag+Protein+Purification+A'GSTrap'HP' column' (GE'Healthcare)'was' equilibrated'with'6' column'volumes'of' buffer'GSTA.'The'lysed'and'clarified'protein'sample'was'then'injected'at'a'rate'of'1'ml/min'to'ensure'complete'binding'of' the' GSTItagged' protein' with' the' column.' 12' column' volumes' of' buffer' GSTA' were' then' passed'through'the'column'to'remove'any'unbound'impurities.'The'bound'protein'was'subsequently'eluted'using' 6' column' volumes' of' buffer' GSTB.' The' peak' fractions' were' subsequently' collected' and'combined,'and'20'µl'of'GSTItagged'3C'protease'were'added'to'cleave'the'GST'tag.'The'fractions'were'
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then'dialysed'into'buffer'GSTA'as'described'in'section'7.5.6.'The'dialysed'sample'was'loaded'as'before'onto' the' GSTrap' HP' column' and' the' flow' through' containing' the' protein' of' interest'was' collected.'Cleaved'GST'and'GSTItagged'3C'Protease'was'eluted'using'8'column'volumes'of'buffer'GSTB.'The'resulting' fractions'were'analysed'by'SDSIPAGE'and' fractions'containing'overIexpressed'protein'were'combined'and'concentrated'with'an'Amicon'Ultra'filter'(Millipore)'with'appropriate'MW'cutIoff.'
7.5.5. Size>Exclusion+Chromatography+SizeIexclusion'chromatography'was'performed'on'all'protein'samples'as'the'final'purification'step.'A'Superdex200'column'was'equilibrated'using'1.5'column'volumes'of'GF'Buffer' (Table'7.10).'Purified'proteins,'previously'concentrated'to'a'volume'of'~2'ml,'were'then'eluted'with'1.2'column'volumes'of'GF'Buffer.'The'resulting' fractions'were'analysed'by'SDSIPAGE'and' fractions'containing'overIexpressed'protein'were'combined'and'concentrated'with'an'Amicon'Ultra'filter'(Millipore)'with'appropriate'MW'cutIoff.'
7.5.6. Dialysis+Dialysis'tubing'(Spectrum'Labs)'or'for'smaller'preparations,'“mini'dialysis'cups”'(Spectrum'Labs)'with'an'appropriate'molecular'weight'cutIoff'were'soaked'in'MilliIQ'water'for'an'hour'then'rinsed'with'the'appropriate'buffer.'Protein'solutions'were'then'transferred'to'the'dialysis'apparatus'and'clipped'shut.'This'was'stirred'in'500'ml'of'buffer'for'several'hours'after'which'the'buffer'was'replaced'and'dialysed'for'a'further'12'hours.'The'protein'solution'was'then'transferred'to'an'Eppendorf'tube'for'storage'at'4'°C.'
7.6. Biochemical+Characterisation+
7.6.1. SDS>PAGE+'Sodium' dodecyl' sulfate' I' polyacrylamide' gel' electrophoresis' (SDSIPAGE)' was' used' to' analyse' the'constitution'of'samples'and'purity'of'proteins.'The' gels' were' made' in' two' parts,' a' 15%' resolving' gel' and' then' a' stacking' gel' in' a' 6' ml' cast'(Invitrogen)'using'the'composition'outlined'in'Table'7.13.'' Solution' Components'15%'Polyacrylamide'Resolving'Gel' ddH2O'(1.7'ml),'40%'Acrylamide'mix'(1.9'ml),'Tris'(1.5'M,'1.3'ml,'pH'8.8),'10%'SDS'(0.05'ml),'10%'APS'(0.05'ml),'TEMED'(2'µl)'Stacking'Gel' ddH2O'(0.7'ml),'40%'Acrylamide'mix'(0.1'ml),'Tris'(1.0'M'pH'6.8)'10%'SDS'(0.01'ml),'10%'APS'(0.01'ml),'TEMED'(1'µl)'Table'7.12:'Buffers'and'solution'used'for'SDSIPAGE''
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Protein'samples'were'dissolved'in'2×'SDS'loading'buffer'and'heated'to'90'°C'for'5'minutes'to'ensure'they' were' completely' denatured.' Samples' were' then' transferred' to' the' wells' of' a' 15%' SDSIgel'alongside' a' molecular' weight' marker' (6' µl' of' Mark12' (Invitrogen))' to' allow' the' estimation' of' the'molecular'weight'of'bands.'Electrophoresis'was'then'performed'using'an'SDS'running'buffer'at'180'V'for'60'minutes.'The'gel'was'then'washed'in'dH2O'for'5'minutes'and'stained'with'Coomassie'stain'for'30' minutes.' The' gels' were' then' washed' with' destain' solution' for' 30' minutes,' rinsed' in' dH2O' and'recorded.'Buffers'and'solutions'used'are'detailed'in'Table'7.13.'' Solution' Components'2×'SDS'Loading'Buffer' 200'mM'Tris'pH'6.8,'20%'Glycerol,'8%'SDS,'4%'βME'and'0.1%'Brilliant'Blue'RI205'SDS'Running'Buffer' 1.5'g'TrisIbase,'7.4'g'glycine,'5'ml'10%'SDS,'495'ml'H2O'Coomassie'Stain' (60%'water,'30%'ethanol,'10%'acetic'acid'v/v'and'30'ng/ml'Brilliant'Blue'RI205)'Destain' 60%'water,'30%'ethanol'and'10%'acetic'acid'v/v'Table'7.13:'Buffers'and'solutions'used'for'SDSIPAGE''
7.6.2. Protein+Concentration+Measurement+Using+NanoDrop+The' extinction' coefficient' for' each' protein' at' 280' nm' was' predicted' by' entering' the' amino' acid'sequence' into'ProtParam' (Expasy).' The' spectrophotometer'was' then'blanked'with' the' buffer' being'used'and'the'absorbance'of'the'protein'sample'at'280'nm'was'then'analysed.'The'ratio'of'absorbances'at'260'nm'and'280'nm'was'also'used'to'assess'the'purity'of'the'sample.'The'results'were'taken'as'the'mean'average'of'three'measurements.'
7.6.3. Protein+Concentration+Measurement+Using+Internal+Fluorescence+When' performing' the' FRET' assay,' much' more' accurate' concentrations' were' acquired' for' the'fluorescent'fusion'constructs'by'measuring'the'absorption'of'the'fluorescent'tags'themselves.'This'had'the'additional'advantage'of'only'measuring' the'concentration'of' correctly' folded'protein.'Extinction'coefficients' for' the' fluorescent' fusion' proteins' were' acquired' from' Rizzo' et( al146' (Table' 7.14).'Absorption'was'measured'on' a' 0.1'ml' sample'using' a' SpectraMax'M2e' (Molecular'Devices)' and' the'concentration'calculated'by'application'of'the'BeerILambert'law.''Fluorescent'fusion'construct' Extinction'coefficient'(MI1'cmI1)' Wavelength'(nm)'ECFP'tagged'(3'and'6)' 29,000' 433'VenusIYFP'tagged'(16'and'17)' 84,000' 514'Table'7.14:'Absorption'properties'of'all'the'fluorescent'fusion'constructs'used.'Data'acquired'from'Rizzo'et(al146'''' +
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7.7. NMR+Titration+Assay+NMR' data' collection' and' analysis' were' performed' in' collaboration' with' Dr.' Yingqi' Xu' at' the'crossIfaculty'NMR'centre,'Imperial'College'London.'Samples'of'15N'labelled'p97'NIdomain'and'unlabelled'p47'UBX'domain'were'reduced'to'a'volume'of'approximately'0.5'ml'using'an'Amicon'Ultra'filter'(Millipore)'with'a'10,000'Da'cutIoff.'Both'proteins'were' then'dialysed' into' assay'buffer' (Table'7.10)' and'all' peptides' to'be' assayed'were'weighed'and'dissolved' in' the' same' assay' buffer.' The' final' concentrations' of' the' solutions' were' determined' by'NanoDrop'spectrophotometer.'The'p97'NIdomain'solution'was'combined'with'50'µL'of'D2O'as'an'internal'reference'through'which'the'NMR'spectrometer'could'calibrate'the'other'peaks'and'adjusted'concentrations'were'calculated.'Scans' were' performed' on' a' Bruker' Avance' III' 600' MHz' spectrometer.' An' initial' 1d' 1HINMR' was'performed'at'followed'by'a'2D'HSQC'spectrum.'NMR'experiments'were'performed'at'20'°C'with'a'pH'of'7.8.'Information'on'protein'and'ligand'concentrations'and'the'number'of'scans'performed'in'each'titration'are'detailed'in'Table'7.15.'' Ligand' [p97]'(mM)' Molar'Ratios'(p97'N:Ligand)' No.'of'Scans'p47'UBX' 0.11' 1:0,'4:1,'2:1,'1:1,'1:2' 16'each'P.1.1'(CTTFPRC)' 0.28' 1:0,'1:2,'1:5,'1:10,'1:20,'1:40' 16'each'P.1.2'(ATTFPRA)' 0.31' 1:0,'2:1,'1:1,'1:2,'1:5,'1:10,'1:20,'1:40'' 16,'24,'24,'24,'32,'16'P.1.3'(CTTAPAC)' 0.28' 1:0,'2:1,'1:1,'1:2,'1:5,'1:10,'1:20' 16'each'P.1.4'(ATTAPAA)' 0.27' 1:0,'2:1,'1:1,'1:2,'1:5,'1:10,'1:20,'1:40' 16'each'Table'7.15:'Perameters'for'HSQCINMR'titrations.''
7.7.1. NMR+Data+Analysis+Raw' data' were' initially' processed' using' NMRPipe147' in' collaboration' with' Dr.' Yingqi' Xu' and' then'analysied' with' the' NMR' software' package' Sparky' 3' (UCSF).' Backbone' assignments' obtained' by'Isaacson'et(al148'were' subsequently'used' to'map' the'perturbations'of' the'backbone'amide' chemical'shifts'during'upon'titration'of'the'various'ligands.'' +
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7.8. FRET+Assay+
7.8.1. Degradation+test+by+SDS+In'order'to'determine'the'longIterm'stability'of'the'fluorescent'fusion'constructs,'a'sample'of'each'was'isolated' by' HisItag' purification' followed' by' size' exclusion' chromatography.' Each' protein' was' then'concentrated'to' less'than'15'µM,'then'dialysed'into'the'assay'buffer'(Table'7.10).'Following'dialysis,'the'solution'was'diluted'back'to'the'stock'concentration'of'15'µM.'Whilst'a'proportion'of'this'was'used'in'titrations,'a'0.5'ml'sample'was'placed'into'storage'at'5'°C'for'2'weeks.'The'sample'was'subsequently'analysed'by'SDSIPAGE'for'degradation'products.'
7.8.2. Initial+Tests+of+Fluorescence+Samples'of'p97ICFP'and'p47IYFP,'at'a'stock'concentration'of'15'µM'in'Assay'Buffer,'were'added'to'the'wells'of'a'black,'384Iwell,'opaque'bottom'assay'plate.'One'well'contained'10'µl'of'p97ICFP'and'10'µl'the'assay'buffer,'the'next'contained'10'µl'of'p47IYFP'and'10'µl'the'assay'buffer'and'the'last'contained'10'µl' each' of' p97ICFP' and' p47IYFP.' The' assay' plate' was' then' centrifuged' to' remove' bubbles' and'ensure' mixing' then' left' for' 10' minutes' to' allow' the' system' to' reach' equilibrium.' This' was' then'transferred'to'the'fluorescent'plate'reader'(SpectraMax'M2e).'The'plate'reader'was'set'to'25'°C'and'to'mix' the'plates'by'vibration' for'5'seconds'before'each'scan.'The'measurements' taken'are'detailed' in'Table'7.16.'' Scan'Number' Experiment' Irradiate'' Measure''1' Absorption'Spectrum'of'p97ICFP' 360I660'nm'(2'nm)' 360I660'nm'(2'nm)'2' Absorption'Spectrum'of'p47IYFP' 360I660'nm'(2'nm)' 360I660'nm'(2'nm)'3' Emission'Spectrum'of'p97ICFP' 414'nm' 360I660'nm'(2'nm)'4' Emission'Spectrum'of'p47IYFP' 514'nm' 360I660'nm'(2'nm)'5' Measure'Occurrence'of'FRET' 400'nm' 450I560'nm'(2'nm)'Table'7.16:'Parameters'for'initial'FRET'assays.'Scans'1'to'4'were'performed'to'measure'the'absorption'and'emission'profiles'of'both'fluorescent'constructs.'Scan'5'was'used'to'determine'if'FRET'was'occurring'when'both'fluorescent'fusion'constructs'were'present'in'the'solution.''''''''
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7.8.3. Titration+Format+Tests+
7.8.3.1. Initial+Scan+Following'the'characterization'of' the'FRET'constructs'and'the' identification'of'FRET,'a' titration'was'performed' in'which' the'FRET' component'of'YFP'emission'upon' titration'of' one' fluorescent'protein'into'the'other'was'measured.'This'was'used'to'determine'the'equilibrium'binding'constant'Kd'of'the'two'proteins.'800'µl'of'a' stock'solution'of'40'µM'p97ICFP'was'pipetted' into' the' first'well'of'a'96IDeepWell'plate'(Thermo'Scientific).'400'µl'of'assay'buffer'was'added'to'8'adjacent'wells.'400'µl'of'the'stock'solution'was'transferred'to'an'adjacent'well'and'mixed'by'pipette.'400'µl'of' this'was'then'transferred'to'the'next'well'and'mixed.'This'was'repeated'to'give'a'row'of'wells'in'which'there'was'a'serial'dilution'of'a'half'for'each'well,'with'the'final'well'containing'only'assay'buffer'(Figure'7.1).'On'a'separate'black,'opaque'bottom,'standard'96Iwell'plate'(Thermo'Scientific),'50'µl'of'a'10'µM'stock'solution' of' p47IYFP' was' pipetted' into' a' 10IbyI3' section' of' wells' on' a' 96' well' plate.' Directly'underneath,'50'µl'of'assay'buffer'was'added' to'another'10IbyI3'section'of'wells.'Using'a'multiIwell'pipette,' 50'µl' of' the' serially' diluted'p97ICFP' solutions'were' added' each' of' the'wells' in' the' 96Iwell'plate.'10'different'concentrations'were'added'horizontally'with'6'repeats'vertically'(3'measurements'and'3'background)'(Figure'7.1).''
''
'Figure'7.1:'Diagram'of'plate'loading'for'the'initial'assay'format.''(A)'CFP'(cyan)'was'serially'diluted'horizontally'across'a'96IDeepWell'plate'after'which'the'solutions'were'added'vertically'to'a'96IWell'Assay'plate'containing'solutions'of'YFP'(yellow)'and'buffer'(grey).'(B)'The'final'plate'continued'three'repeats'of'both'the'sample'and'background'measurements'vertically,'and'10'different'concentrations'horizontally.'
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'The'assay'plate'was'then'centrifuged'to'remove'bubbles'and'ensure'mixing,'then'left'for'10'minutes'to'allow'the'system'to'reach'equilibrium.'This'was'then'transferred'to'the'fluorescent'plate'reader.'The'plate'reader'was'set'to'25'°C'and'to'mix'the'plates'by'vibration'for'5'seconds'before'each'scan.'The'plate' was' irradiated' at' 436' nm' and' the' emission' from' each' well' measured' at' 535' nm.' Repeat'measurements'were'taken'every'five'minutes'for'a'total'of'5'repeats.'The'average'of'the'three'wells'at'the' same' concentration'minus' the' average' of' the' three' control' wells' gave' the' final' value' for' each'concentration.'This'format'was'found'to'give'poor'results'with'large'errors'and'therefore'a'second'format'was'tried.'
7.8.3.2. Final+Format+900'µl'of'a'stock'solution'of'60'µM'p47IYFP'was'pipetted' into' the' first'well'of'a'96IDeepWell'plate.'150'µl'of'assay'buffer'was'added'to' the'next'23'wells'giving'a' total'of' two'rows.'750'µl'of' the'stock'solution'was'transferred'to'the'well'below'and'mixed'by'pipette.'750'µl'of'this'was'then'transferred'to'the'well'diagonally'above'mixed.'This'was'repeated'to'give'a'set'of'wells'in'which'there'was'a'serial'dilution'of'1/6'each'well,'with'the'final'well'containing'only'assay'buffer.'On' a' separate' black,' opaque' bottom,' standard'384Iwell' plate' (Thermo' Scientific),' 10'µl' of' a' 10'µM'stock' solution' of' p97ICFP'was' pipetted' into' a' 24IbyI4' section' of'wells' on' a' 96'well' plate.' Directly'underneath,'10'µl'of'assay'buffer'was'added' to'another'24IbyI4'section'of'wells.'Using'a'multiIwell'pipette,'10'µl'of' the'serially'diluted'p47IYFP'solutions'were'added'each'of' the'wells' in' the'384Iwell'plate.'24'different'concentrations'were'added'horizontally'with'8'repeats'vertically'(4'measurements'and'4'background)'(Figure'7.2).'The'assay'plate'was'then'centrifuged'to'remove'bubbles'and'ensure'mixing'then'left'for'10'minutes'to'allow'the'system'to'reach'equilibrium.'This'was'then'transferred'to'the'fluorescent'plate'reader.'The'plate'reader'was'set'to'25'°C'and'to'mix'the'plates'by'vibration'for'5'seconds'before'each'scan.'The'plate' was' irradiated' at' 400' nm' and' the' emission' from' each' well' measured' at' 535' nm' measured.'Repeat'measurements'were'taken'every'five'minutes'for'a'total'of'5'repeats.'The'average'of'the'four'wells'at' the' same'concentration'minus' the'average'of' the' four' control'wells'gave' the' final'value' for'each'concentration.'
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7.8.4. Sample+Preparation+For$ the$ assay$ of$ the$ inhibitor$ candidates$ (peptides$ and$ virtual$ ligand$ screening$ compounds),$ stock$solutions$of$each$compound$were$prepared$in$advance$of$the$assay.$Each$compound$was$dissolved$in$DMSO$ to$ give$ a$ concentration$ of$ 200$mM,$ and$ stored$ at$ 5$ °C.$When$ used,$ samples$were$ diluted$ in$Assay$ Buffer$ to$ give$ a$ final$ concentration$ of$ 6000$µM$ for$ use$ in$ the$ assay$ at$ a$maximum$working$concentration$of$2$µM.$
7.8.5. Single+point+assay+Stock$samples$of$ inhibitor$candidates$were$diluted$ in$assay$buffer$ in$a$96LDeepWell$mixing$plate$ to$give$a$final$concentration$of$6000$µM.$$On$a$separate$black,$opaque$bottom,$standard$384Lwell$plate,$5$µl$of$a$15$µM$stock$solution$of$p97LCFP$and$5$µl$of$a$15$µM$stock$solution$of$p47LYFP$were$pipetted$into$odd$numbered$columns$and$10$µl$of$Assay$Buffer$was$pipetted$into$all$even$numbered$columns.$Using$a$multiLwell$pipette,$5$µl$of$each$of$the$ inhibitor$ candidate$ solutions$were$ added$ each$ to$ four$wells$ on$ the$ 384Lell$ plate,$ two$with$ the$fluorescent$ proteins$ and$ two$ with$ the$ buffer.$ This$ meant$ that$ each$ compound$ was$ measured$ in$duplicate$with$a$background$measurement$of$fluorescence$of$each$compound$in$Assay$Buffer.$The$assay$plate$was$then$centrifuged$to$remove$bubbles$and$ensure$mixing$then$left$for$10$minutes$to$allow$the$system$to$reach$equilibrium.$This$was$then$transferred$to$the$fluorescent$plate$reader.$The$plate$reader$was$set$to$25$°C$and$to$mix$the$plates$by$vibration$for$5$seconds$before$each$scan.$The$plate$ was$ irradiated$ at$ 400$ nm$ and$ the$ emission$ from$ each$ well$ measured$ at$ 535$ nm$ measured.$Repeat$measurements$were$taken$every$five$minutes$for$a$total$of$5$repeats.$The$average$of$the$two$wells$at$the$same$concentration$minus$the$average$of$the$two$background$wells$gave$the$final$value$for$each$concentration.$
7.8.6. Titrations+p97$ binding$ partners,$ of$ known$ concentration$were$ added$ to$ the$ first$well$ of$ a$ 96LDeepWell$ plate.$Assay$buffer$was$added$to$the$next$23$wells$giving$a$total$of$two$rows.$A$quantity$of$the$stock$solution$sufficient$ to$give$a$1/5$dilution$ in$ the$assay$buffer$was$ transferred$ to$ the$well$below$and$mixed$by$pipette.$ The$ same$ quantity$was$ then$ transferred$ to$ the$well$ diagonally$ above$ and$mixed.$ This$was$repeated$to$give$a$set$of$wells$in$which$there$was$a$serial$dilution$of$1/5$each$well,$with$the$final$well$containing$only$assay$buffer.$This$allowed$a$ standard$multichannel$pipette$ to$ transfer$every$ second$concentration$to$every$other$column$of$wells$ in$the$384Lwell$plate$ultimately$giving$a$serial$dilution$across$the$rows$in$the$final$plate$(Figure$7.3).$On$a$separate$black,$opaque$bottom,$standard$384Lwell$plate,$10$µl$of$a$premixed$solution$containing$15$µM$p97LCFP$and$15$µM$p47LYFP$were$pipetted$into$24$wells$horizontally$and$a$variable$number$of$wells$ vertically$ depending$ on$ the$ quantity$ of$ available$ protein.$ Directly$ underneath,$ 10$µl$ of$ assay$
Chapter(7.(Materials(and(Methods(
137(
buffer$ was$ added$ to$ block$ of$ wells$ of$ the$ same$ dimensions.$ Using$ a$multiLwell$ pipette,$ 5$µl$ of$ the$serially$ diluted$ protein$ solutions$ were$ added$ each$ of$ the$ wells$ in$ the$ 384Lwell$ plate.$ 24$ different$concentrations$were$added$horizontally$with$vertical$repeats.$The$assay$plate$was$then$centrifuged$to$remove$bubbles$and$ensure$mixing$then$left$for$10$minutes$to$allow$the$system$to$reach$equilibrium.$This$was$then$transferred$to$the$fluorescent$plate$reader.$The$plate$reader$was$set$to$25$°C$and$to$mix$the$plates$by$vibration$for$5$seconds$before$each$scan.$The$plate$ was$ irradiated$ at$ 400$ nm$ and$ the$ emission$ from$ each$ well$ measured$ at$ 535$ nm$ measured.$Repeat$measurements$were$taken$every$five$minutes$for$a$total$of$5$repeats.$The$average$of$the$four$wells$at$ the$ same$concentration$minus$ the$average$of$ the$ four$ control$wells$gave$ the$ final$value$ for$each$concentration.$Titrations$ performed$ on$ p97$ binding$ partners$ are$ detailed$ in$ Table$ 7.17.$ A$ diagram$ of$ the$ plate$loading$method$is$given$in$Figure$7.3.$$ $
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Titrant$ Initial$ concentration$of$titrant$(µM)$ Dilution$Factor$ Number$ of$repeats$ Affinity$ Z’LFactor$p97$NLdomain$(d)$ 326$ 1/5$ 2$ 4.90$±$1.61$ 0.61$p47$UBXLdomain$(g)$ 72$ 1/5$ 6$ 0.56$±$0.13$ 0.71$UBXD5$ 120$ 1/5$ 2$ 60.6$±$27.6$ 0.68$UBXD7$ 120$ 1/5$ 8$ 12.6$±$4.6$ 0.80$FAF1$ 113$ 1/5$ 6$ 15.4$±$3.4$ 0.62$p47$Loop$Mutant$ 160$ 1/5$ 6$ L$ L$GST$ 120$ 1/5$ 6$ L$ L$P.2.1$ 2000$ 1/2$ 4$ L$ L$P.2.2$ 2000$ 1/2$ 4$ L$ L$P.2.3$ 2000$ 1/2$ 4$ L$ L$P.2.4$ 2000$ 1/2$ 4$ L$ L$P.2.5$ 2000$ 1/2$ 4$ L$ L$P.2.6$ 2000$ 1/2$ 4$ L$ L$P.2.7$ 2000$ 1/2$ 4$ L$ L$P.2.8$ 2000$ 1/2$ 4$ L$ L$VLS.1.8$ 2000$ 1/4$ 3$ L$ L$VLS.1.14$ 2000$ 1/4$ 3$ 800.8$±$383.5$ L$VLS.1.21$ 2000$ 1/4$ 3$ 469.9$±$223.4$ L$VLS.1.26$ 2000$ 1/4$ 3$ L$ L$VLS.2.8$ 2000$ 1/4$ 4$ 180$±$94.1$ L$
Table$7.17:$$All$FRET$assay$titrations$performed$within$this$project.$A$dash$for$affinity$is$given$where$a$compound$was$not$found$to$cause$any$inhibition,$a$dash$for$Z’Lfactor$is$given$where$data$was$not$collected.$
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Appendix(A. Virtual'Ligand'Screening'Results'
The' structures' of' compounds' identified' from' the' virtual' ligand' screening' (Chapter' 2.3)' are' shown'below.'
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B. Fluorescent'Fusion'Construct'Sequences'
The'DNA'sequences'of'ordered'fluorescent'fusion'constructs'(Chapter'7.2.4)'are'show'below.'p97/CFP' AAACAAAAAAACCGCCCGAACCGTCTGATCGTTGATGAAGCCATTAATGAGGACAACAGCGTGGTTAGCCTGTCACAGCCGAAAATGGATGAGCTGCAACTGTTTCGTGGCGATACCGTTCTGCTGAAAGGCAAAAAACGCCGTGAAGCCGTGTGTATTGTGCTGAGTGATGACACCTGTTCCGACGAGAAAATCCGTATGAATCGTGTGGTCCGTAATAATCTGCGTGTACGCCTGGGAGATGTGATTTCTATCCAGCCATGTCCGGACGTGAAATATGGTAAACGTATCCACGTGCTGCCGATCGATGATACAGTGGAAGGCATTACCGGCAACCTGTTCGAAGTTTATCTGAAACCGTATTTCCTGGAGGCATATCGTCCTATCCGTAAAGGCGACATCTTTCTGGTCCGTGGTGGTATGCGTGCAGTGGAGTTCAAAGTGGTGGAAACCGATCCTTCTCCGTATTGTATTGTGGCACCTGACACCGTTATTCACTGTGAAGGTGAGCCGATTAAACGTGAGGATGAAGAGGGTGGTTCTGGTATGGTGAGCAAAGGTGAAGAACTGTTCACCGGTGTTGTGCCTATTCTGGTGGAGCTGGACGGTGATGTGAATGGCCACAAATTCAGCGTTAGCGGCGAGGGCGAGGGGGATGCCACTTATGGAAAACTGACCCTGAAATTCATCTGTACGACGGGCAAACTGCCTGTCCCTTGGCCTACTCTGGTTACAACCCTGACTTGGGGTGTTCAGTGTTTTAGTCGCTATCCTGATCATATGAAACAACATGACTTTTTCAAAAGCGCCATGCCTGAAGGGTATGTCCAAGAGCGTACCATCTTCTTTAAAGACGACGGCAACTATAAAACCCGTGCCGAGGTGAAATTTGAAGGGGACACCCTGGTTAACCGTATTGAGCTGAAAGGCATCGACTTCAAAGAGGACGGGAACATTCTGGGCCATAAACTGGAGTATAACTATATCAGCCATAACGTGTATATTACCGCCGACAAACAGAAAAACGGCATCAAAGCCAACTTCAAAATCCGCCACAACATCGAGGATGGTAGCGTTCAACTGGCAGACCATTATCAACAGAATACCCCGATTGGTGATGGTCCTGTACTGCTGCCTGATAACCATTATCTGTCCACCCAGTCTGCTCTGTCCAAAGATCCGAACGAAAAACGTGACCACATGGTGCTGCTGGAGTTTGTTACAGCTGCCGGCATTACTCTGGGTATGGACGAACTGTATAAATGA'CFP/p97' ATGGTGTCTAAAGGCGAGGAACTGTTTACAGGGGTTGTGCCGATTCTGGTCGAGCTGGACGGTGATGTTAACGGGCACAAATTCAGCGTTTCCGGGGAGGGCGAAGGAGATGCCACATATGGCAAACTGACCCTGAAATTCATCTGTACCACCGGCAAACTGCCTGTTCCGTGGCCTACTCTGGTTACAACACTGACTTGGGGTGTTCAATGCTTTTCCCGCTATCCTGATCACATGAAACAACATGATTTCTTCAAATCCGCCATGCCTGAAGGTTATGTCCAAGAGCGTACGATCTTCTTTAAAGACGACGGCAACTATAAAACCCGTGCCGAGGTGAAATTCGAAGGTGATACCCTGGTCAACCGTATCGAACTGAAAGGGATCGACTTCAAAGAGGACGGGAACATTCTGGGCCATAAACTGGAGTATAACTATATCAGTCATAATGTGTATATTACCGCCGACAAACAAAAAAACGGGATCAAAGCCAACTTCAAAATCCGTCACAATATCGAGGATGGTAGCGTTCAACTGGCCGATCATTATCAGCAGAATACCCCGATTGGAGATGGTCCTGTACTGCTGCCGGATAACCACTATCTGTCCACTCAGTCAGCACTGAGCAAAGATCCGAACGAAAAACGTGACCACATGGTGCTGCTGGAGTTTGTTACAGCTGCTGGCATTACACTGGGTATGGATGAACTGTATAAAGGTGGCTCCGGGAAACAGAAAAATCGCCCGAATCGCCTGATTGTTGATGAAGCCATTAACGAGGACAACAGCGTGGTGAGTCTGTCTCAGCCGAAAATGGACGAGCTGCAACTGTTCCGTGGTGATACTGTACTGCTGAAAGGCAAAAAACGCCGTGAAGCCGTGTGTATTGTTCTGAGCGACGACACATGTTCTGACGAGAAAATCCGTATGAACCGTGTAGTCCGTAATAATCTGCGCGTTCGTCTGGGGGATGTCATTAGCATCCAGCCATGTCCGGACGTCAAATATGGTAAACGTATCCACGTTCTGCCTATCGATGACACCGTAGAAGGCATCACTGGTAACCTGTTTGAGGTGTATCTGAAACCTTATTTCCTGGAAGCCTATCGTCCTATCCGTAAAGGGGACATCTTTCTGGTCCGTGGAGGAATGCGTGCAGTGGAGTTCAAAGTGGTGGAAACCGATCCTTCTCCGTATTGTATCGTGGCACCGGACACAGTGATTCATTGTGAGGGCGAGCCGATTAAACGTGAAGATGAGGAGTGA'''
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p47/YFP' ACCACCAACATTCAGATTCGCCTGGCAGACGGAGGACGCCTGGTTCAGAAATTCAATCACAGCCACCGTATTAGCGATATTCGCCTGTTCATCGTTGATGCTCGCCCAGCAATGGCGGCAACATCCTTTGTACTGATGACCACGTTCCCGAACAAAGAACTGGCCGATGAGAATCAGACCCTGAAAGAGGCAAACCTGCTGAACGCCGTTATTGTACAGCGCCTGACTGGAGGTTCTGGTATGGTGTCTAAAGGTGAGGAACTGTTTACCGGTGTTGTGCCTATCCTGGTAGAGCTGGATGGAGATGTGAACGGTCACAAATTTTCCGTTAGCGGTGAGGGTGAAGGTGATGCCACATATGGCAAACTGACGCTGAAATTCATTTGTACCACGGGGAAACTGCCTGTCCCTTGGCCTACTCTGGTTACGACTTTTGGGTATGGACTGCAATGCTTCGCCCGTTATCCGGACCACATGAAACTGCACGATTTTTTCAAATCAGCCATGCCGGAAGGGTATGTTCAAGAGCGTACCATCTTCTTCAAAGACGACGGCAACTATAAAACACGTGCCGAAGTCAAATTCGAGGGGGATACACTGGTTAACCGTATCGAGCTGAAAGGCATCGATTTTAAAGAGGACGGCAACATCCTGGGTCACAAACTGGAGTATAACTATAACAGCCATAACGTGTATATCATGGCCGACAAACAGAAAAACGGGATCAAAGTGAACTTCAAAATCCGCCACAATATCGAGGATGGTTCCGTACAACTGGCTGACCATTATCAGCAGAATACCCCGATTGGAGATGGACCTGTACTGCTGCCGGACAACCACTATCTGTCCTATCAGAGCGCCCTGAGCAAAGATCCAAACGAGAAACGTGACCACATGGTGCTGCTGGAGTTCGTTACAGCTGCCGGTATTACACTGGGAATGGACGAGCTGTATAAATGA'YFP/p47' ATGGTGTCTAAAGGCGAGGAACTGTTTACAGGGGTTGTGCCGATTCTGGTCGAGCTGGACGGTGATGTTAACGGGCACAAATTCAGCGTTTCCGGGGAGGGCGAAGGAGATGCCACATATGGCAAACTGACCCTGAAATTCATCTGTACCACCGGCAAACTGCCTGTTCCGTGGCCTACTCTGGTTACCACTTTTGGCTATGGTCTGCAATGTTTTGCTCGCTATCCGGATCACATGAAACTGCACGATTTCTTTAAAAGCGCCATGCCTGAAGGTTATGTCCAAGAGCGTACGATCTTTTTCAAAGACGACGGCAACTATAAAACCCGTGCCGAGGTGAAATTCGAAGGTGATACCCTGGTGAACCGTATTGAACTGAAAGGGATTGACTTCAAAGAGGATGGGAATATTCTGGGCCACAAACTGGAGTATAACTATAACAGCCATAACGTGTATATCATGGCCGACAAACAGAAAAACGGCATCAAAGTGAACTTCAAAATCCGCCACAACATCGAAGATGGTAGCGTTCAACTGGCAGATCACTATCAGCAGAACACCCCGATTGGAGATGGTCCGGTACTGCTGCCTGATAACCACTATCTGTCCTATCAGAGTGCCCTGTCCAAAGACCCGAACGAAAAACGTGATCATATGGTGCTGCTGGAGTTCGTTACAGCTGCTGGTATTACCCTGGGTATGGATGAACTGTATAAAGGCGGTAGCGGTACGACTAATATCCAGATTCGTCTGGCTGATGGAGGACGTCTGGTTCAGAAATTCAACCACTCTCATCGTATCAGTGATATCCGCCTGTTTATTGTGGATGCTCGTCCTGCTATGGCAGCCACCTCATTTGTACTGATGACGACCTTTCCGAACAAAGAACTGGCTGACGAAAATCAGACACTGAAAGAGGCCAACCTGCTGAACGCCGTTATTGTTCAACGTCTGACCTGA''' '
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C. p47'Loop'Mutant'Construct'Gblock'Sequence'
The'DNA'sequences'of'the'ordered'p47'Loop'Mutant'construct'(Chapter'7.2.5)'is'show'below.'
CGCGGATCCACCACGAACATCCAAATCCGACTGGCAGATGGCGGGAGACTGGTGCAGAAATTCAACCACAGCCACAGGATCAGCGACAT
CCGGCTCTTCATCGTGGATGCACGGCCGGCTATGGCTGCCACCAGTTTTGTCCTTATGACTGCTGGCAAAGAGCTGGCTGATGAGAACCA
AACCCTGAAGGAAGCCAATCTTCTCAACGCTGTCATCGTGCAGCGGTTAACATGAGAATTCCGG'''
'
